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6DOPRQHOOD (6.) Typhimurium und <HUVLQLD < HQWHURFROLWLFD sind bakterielle 
Krankheitserreger humaner Gastroenteritiden. Im Jahre 2000 wurden in Deutschland beim 
Bundesinstitut für gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinärmedizin aus 8 
Bundesländern 6059 Fälle einer 6 Typhimurium und aus 11 Bundesländern 4778 Fälle einer 
< HQWHURFROLWLFD-Enteritis beim Menschen gemeldet. Zusammen mit  &DPS\OREDFWHU (&.)
MHMXQL stellen diese beiden Bakterienspezies die wichtigsten Zoonoseerreger bakterieller 
Darmerkrankungen dar. Es wird jedoch von einer mindestens 10fach höheren Dunkelziffer 
nicht gemeldeter Erkrankungen ausgegangen (MEHNERT et al., 2001a).  
Eine wichtige Rolle bei der Übertragung von 6. Typhimurium und <HQWHURFROLWLFD vom Tier 
auf den Menschen spielt kontaminiertes Schweinefleisch. Damit stellt das Schlachtschwein 
ein bedeutendes Reservoir für diese Zoonose-Erreger dar. Besonders vom persistent 
infizierten Schwein geht eine mögliche Gefahr für den Verbraucher aus, da Infektionen mit 6. 
Typhimurium und < HQWHURFROLWLFD beim Schwein überwiegend symptomlos verlaufen und 
deshalb weder im Herkunftsbestand noch auf dem Schlachthof bei der 
Schlachttieruntersuchung erkannt werden. Trotz aller Maßnahmen der Tier- und 
Fleischhygiene können die Erreger humaner Enteritiden so über das Schweinefleisch in die 
Lebensmittelkette gelangen und Erkrankungsfälle beim Verbraucher verursachen. 
Die Identifizierung solcher persistent infizierten Tiere stellt heute eines der zentralen 
Probleme des gesundheitlichen Verbraucherschutzes in der Schweineproduktion dar. Um die 
betroffenen Tiere im Bestand und am Schlachthof eindeutig identifizieren und selektieren zu 
können, sind schnelle, sensitive und spezifische Nachweismethoden erforderlich. Die 
vorliegende Arbeit stellt neu entwickelte und an der Zielspezies validierte Verfahren vor, die 
signifikant zur Verbesserung der diagnostischen Situation der Zoonoseerreger 6 
Typhimurium DT104 und <HQWHURFROLWLFD führen werden.  
 
Zur Etablierung und Evaluierung einer effizienten Nachweismethode für 6. Typhimurium in 
persistent infizierten Schlachtschweinen wurde Probenmaterial aus eigens durchgeführten 
Infektionsversuchen mit 6 Typhimurium DT104 verwendet. An diesem Referenzmaterial 
konnte eine bereits etablierte Polymerasekettenreaktion (PCR)-Methode zur 6DOPRQHOOD-
Diagnostik verbessert werden, die dann mit einer im Rahmen dieser Arbeit entwickelten 
PCR-Methode hinsichtlich ihrer Sensitivität und Spezifität verglichen werden konnte.  
Als „Goldstandard“ zum Salmonellen-Nachweis gilt zur Zeit der Kulturversuch von 
6DOPRQHOODnach ISO (International Organisation for Standardization, Genf, Schweiz) 6579 
sowie die DIN (Deutsches Institut für Normung, e.V., Berlin) 10135 für den PCR-gestützten 
Nachweis.Um die Leistungsfähigkeit der PCR-Verfahren im Hinblick auf Sensitivität und 
Spezifität im Vergleich zum Kulturversuch zu ermitteln, wurden deshalb beide 
Nachweismethoden parallel am gleichen Referenzmaterial mitgeführt. Dabei sollten in 
Anlehnung an die DIN 10135 „Verfahren zum Nachweis von Salmonellen mit der 
Polymerase-Kettenreaktion“ neue praxisnahe Verfahren zur Voranreicherung und DNA-
Einleitung 
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Extraktion erarbeitet werden. Letztendlich sollte nach der Untersuchung verschiedener 
Gewebeproben von persistent infizierten Schweinen eine Aussage darüber getroffen werden, 
welche Gewebeproben sich besonders zum Nachweis einer persistenten 6 Typhimurium-
Infektion mittels kultureller Verfahren und/oder PCR im Schlachtschwein eignen.  
 
Das Schlachtschwein ist nicht nur ein Reservoir für Salmonellen, sondern auch für 
humanpathogene Yersinien. Die bakteriologische Diagnostik pathogener < HQWHURFROLWLFD-
Isolate ist bis heute mit hohem zeitlichen Aufwand verbunden, und mögliche Diagnosen 
können aufgrund mangelnder Spezifität und Sensitivität der zur Zeit verfügbaren Testsysteme 
immer nur unter Vorbehalt gestellt werden oder bedürfen in ihrer Interpretation eines hohen 
Maßes an Expertise. Bis heute ist trotz der hohen zoonotischen Bedeutung des Erregers keine 
einheitliche Methode zum bakteriologischen Nachweis pathogener < HQWHURFROLWLFD-Isolate 
beschrieben. Erschwerend kommt hinzu, dass allein die Vielzahl der bis heute beschriebenen 
Verfahren in vergleichenden Untersuchungen zu widersprüchlichen Ergebnissen führt. Dazu 
zählt auch die standardisierte Methode nach ISO 10273 zum Nachweis pathogener <
HQWHURFROLWLFD-Isolate. Allen Verfahren gemeinsam ist der erhebliche Zeitbedarf des 
Nachweises, der bis zu 10 Tage betragen kann.  
In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb eine effiziente und hoch spezifische PCR-Methode 
zum Nachweis pathogener <HQWHURFROLWLFD entwickelt und dann evaluiert werden. Basierend 
auf Datenbankanalysen wurde als Zielgen für den PCR-Nachweis der plasmid-kodierte 
Virulenzmarker \RS7 verwendet. Eine Gensequenz des Virulenzplasmids wurde ausgewählt, 
da nur plasmidtragenende <HQWHURFROLWLFD-Isolate volle Pathogenität besitzen. 
Das Ziel der Arbeit war es, eine effiziente „ One-Step“ -PCR-Methode in die Diagnostik 
einzuführen. Eine Evaluierung des Verfahrens erfolgte dann über gezielt kontaminiertes 
Untersuchungsmaterial sowie anhand von Probenmaterial aus einem mit <HQWHURFROLWLFD im 
Schwein durchgeführten Infektionsversuch.  
Schlussendlich sollen die zum spezifischen Nachweis von 6DOPRQHOOD und < HQWHURFROLWLFD
am persistent infizierten Schwein validierten Methoden zur Verbesserung der Diagnostik 
beitragen. Das Ziel ist es, eine Reduktion der Erkankungsfälle beim Menschen durch mit 
Enteritiserregern wie 6DOPRQHOOD und < HQWHURFROLWLFD kontaminiertem Schweinefleisch zu 
ermöglichen. 
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6DOPRQHOOD
 
7D[RQRPLH
 
Bei den Salmonellen handelt es sich um gramnegative, gerade Stäbchenbakterien mit einer 
Größe von 0,7–1,5 x 2,0–5,0 µm. Sie sind fakultative Anaerobier und, mit wenigen 
Ausnahmen, beweglich (SELBITZ, 1992). 
 
Die Gattung 6DOPRQHOOD zählt zu den wichtigsten Vertretern der Familie (QWHUREDFWHULDFHDH. 
In Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology wird dieses Genus dem Stamm *UDFLOLFXWHV
des Reiches 3URFDU\RWHV zugeordnet. Aufgrund von Untersuchungen der rRNA wurde 
innerhalb des Stammes *UDFLOLFXWHV die Klasse 3URWHREDFWHULD gebildet, zu deren Subklasse 
*DPPD die (QWHUREDFWHULDFHD mit den Salmonellen gehören (LE MINOR, 1994; SELBITZ et 
al., 1995). 
Insbesondere der taxonomische Status der 6DOPRQHOOD-Isolate war lange Zeit Gegenstand von 
Diskussionen. Einerseits gab es Vorschläge, die epidemiologisch wichtigen Salmonellen als 
eigene Art zu definieren, andererseits wurden alle bekannten Isolate als eigene Spezies 
aufgefasst (KAUFFMANN, 1961). Später teilte KAUFFMANN (1966) das Genus 6DOPRQHOOD
auf der Basis biochemischer Charakteristika in vier Subgenera ein, wobei jedes Serovar als 
Spezies anzusprechen sei.  
REEVES et al. (1989) machten dann den Vorschlag, die Spezies 6DOPRQHOOD in zwei 
Subspezies einzuteilen. Gegenwärtig werden die beiden 6DOPRQHOODSpezies 6&KROHUDHVXLV 
und 6ERQJRUL anerkannt (POPOFF et al., 1994). Die Spezies 6&KROHUDHVXLV beinhaltet dabei 
sechs Subspezies: 6&KROHUDHVXLV 6 VDODPDH 6 DUL]RQDH 6 GLDUL]RQDH 6 LQGLFD und 6
KRXWHQDH (POPOFF et al., 1994). Da die Bezeichnung der Spezies 6&KROHUDHVXLV durch die 
gleichzeitige Benennung eines Serovar mit diesem Namen zu Verwirrung Anlaß gab, wurde 
von LE MINOR und POPOFF (1987) der präzisierende Vorschlag gemacht, sowohl die 
Spezies und als auch die Subspezies 6 &KROHUDHVXLV unter der Speziesbezeichnung 
6DOPRQHOODHQWHULFD zusammenzufassen (EUZEBY, 1999). Bis heute ist diese Umbenennung 
vom „ International Commitee of Systematic Bacteriology“  aber noch nicht anerkannt.  
Innerhalb der einzelnen Subspezies der Spezies 6DOPRQHOOD lassen sich verschiedene Serovare 
mit diversen Stämmen unterscheiden. Ursprünglich wurden fast alle neuen Serovare, welche 
im Kauffmann-White-Schema aufgeführt sind, mit Eigennamen belegt. Aus Gründen der 
Übersicht wurde letztlich jedoch dieses Prinzip nur bei den Eigennamen der zur Subspezies 6. 
enterica zählenden Serovare beibehalten. Demnach müsste beispielweise die korrekte 
Schreibweise für 6 Typhimurium lauten: 6HQWHULFD subsp. HQWHULFD ser. Typhimurium. Zur 
praktischen Vereinfachung der Schreibweise wird von vielen Autoren nun einfach 6
W\SKLPXULXP geschrieben. Um die Serovarcharakter deutlich zu machen, sollte aber der 
Serovarname trotzdem groß geschrieben werden, z. B. 6 Typhimurium. Die Vertreter der 
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anderen Subspezies werden durch die Angaben der Antigenformel benannt (SELBITZ et al., 
1995).  
 
Innerhalb der Familie der (QWHUREDFWHULDFHDH ist die Basis für eine serologische Typisierung 
einheitlich geregelt. Wie alle Vertreter dieser Familie besitzen die Salmonellen Oberflächen- 
(O) und Geißel- (H) Antigene. Bei den O-Antigenen handelt es sich um thermostabile, 
formaldehyd-unbeständige, in der Zellwand lokalisierte Lipopolysaccharid-Protein-
Komplexe, wobei die Polysaccharide die jeweilige serologische Spezifität bestimmen. Die 
Serovare 6 Typhi und 6 Paratyphi weisen ein zusätzliches Hüllenantigen (K-Antigen) auf, 
welches die O-Agglutination stören kann und heute als Vi-Antigen bezeichnet wird.  
Die Antigenformel aller gegenwärtig bekannten Serovaren sind im Kauffmann-White-
Schema, welches bis heute insgesamt 2464 Serovaren definiert (POPOFF et al., 2000), 
niedergelegt. Die O-Antigene werden dabei mit arabischen Ziffern bezeichnet; aufgrund 
gemeinsamer Haupt-O-Antigene können Gruppen gebildet werden. Alle Isolate mit 
identischen O- und H-Antigenen sollten der gleichen Serovar zugeordnet werden.  
 
Eine weitere Differenzierung serologisch definierter Serovare kann durch die Lysotopie 
erfolgen. Dabei handelt es sich um eine spezifische Typendifferenzierung von Salmonellen 
durch Bakteriophagen. Die Phagentypisierung beruht auf der unterschiedlichen 
Empfänglichkeit einzelner Stämme innerhalb derselben Serovar gegenüber einem Set von 
Bakteriophagen (GRIMONT et al., 2000). Die Bestimmung von Phagovaren für S. 
Typhimurium erfolgt nach dem modifizierten Schema von FELIX und CALLOW (1943). Der 
Phagentyp DT104 hat durch sein chromosomal fixierte Multiresistenz gegenüber 
Chemotherapeutika an Bedeutung gewonnen und ist in Europa weit verbreitet (LIESEGANG 
et al., 1997).  
 
 
 
3DWKRJHQLWlWVIDNWRUHQ
 
Primär sind alle Isolate der Spezies 6HQWHULFD und 6ERQJRUL als pathogen für Mensch und 
Tier einzustufen. Die Pathogenität der Serovare und/oder Stämme für den betroffenen 
Menschen oder das Tier kann erst nach einer entsprechenden Prüfung und nur für den 
Einzelfall abgeschätzt werden (SELBITZ, 1992). 
Für 6DOPRQHOOD wurden viele Pathogenitätsfaktoren identifiziert, aber nur wenige Stämme 
wurden auf ihre Pathogenität in der jeweiligen Zielspezies getestet. Die meisten 
Untersuchungen zur Pathogenität von 6DOPRQHOOD-Isolaten im lebenden Organismus wurden 
bis heute in Mausmodellen durchgeführt. Studien an Schweinen sind dagegen vergleichsweise 
selten (FEDORKA-CRAY et al., 2000).  
Erkenntnisse über Virulenzfaktoren von Salmonellen wurden zumeist aus 
Praktikabilitätsgründen in In-vitro-Versuchen gewonnen. Gleichwohl erschwert dies 
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Rückschlüsse auf die medizinische Relevanz und auf die klinische Bedeutung für den 
betroffenen Patienten. 
 
 
 
&KURPRVRPDONRGLHUWH3DWKRJHQLWlWVIDNWRUHQ
 
Eines der wichtigsten Pathogenitätsmerkmale der Salmonellen ist es, epithelialen Zellen der 
Mukosa des terminalen Ileums zu kolonisieren und sich im darmassoziierten Lymphgewebe 
(GALT=Gut Associated Lymphoid Tissue) zu vermehren (BÄUMLER et al., 2000). Dieser 
komplexe Mechanismus ermöglicht es den Salmonellen, in die nicht phagozytotisch aktiven 
Zellen der Mukosa einzuwandern (DARWIN und MILLER, 1999). Die Fähigkeiten von 
Salmonellen zur Invasion epithelialer Zellen der Schleimhäute und die jeweiligen 
Regulationsmechanismen sind besonders gut untersucht. Für den Invasionsphänotyp sind 
mehr als 30 Gene notwendig, von denen ein großer Teil auf einer 40 kb umfassenden, als 
6DOPRQHOOD Pathogenicity Island 1 (SPI1) bezeichneten Pathogenitätsinsel lokalisiert sind. SPI 
1 codiert für insgesamt 33 Proteine, darunter Regulator-Proteine und Effektorproteine des 
Typ-III-Sekretionssystems. Eines der auf der 6DOPRQHOODPathogenicity Island 1 lokalisierten 
Gene ist das LQY$-Gen. Es kodiert für ein 71 kDa Membran-Protein, das homolog zu Typ-III-
Sekretionsproteinen verschiedener anderer tier- und pflanzenpathogenen Bakterien ist 
(HUECK, 1998). Funktionell ist dieses Protein bei der Invasion der Salmonellen in die 
Mucosa beteiligt, die genaue Funktion ist aber noch unklar (DARWIN und MILLER, 1999).  
Pathogenitätsfaktoren, welche für das intrazelluläre Überleben in Makrophagen von 
Salmonellen verantwortlich sind, werden von Genen der 6DOPRQHOOD Pathogenicity Island 2 
(SPI2) kodiert (HEESEMANN und HENSEL, 2000). Über die genaue Funktion der auf der 
SPI2 kodierten Proteine ist wenig bekannt. Es konnte aber bereits festgestellt werden, dass 
SPI2 Deletionsmutanten eine kürzere Überlebenszeit in Makrophagen aufwiesen (OCHMAN 
et al., 1996; HENSEL et al., 1998). So ist davon auszugehen, dass diese Proteine die 
bakterizide Kapazität der Makrophagen beeinflussen (GALLOIS et al., 2001).    
Des weiteren konnte bei vielen 6DOPRQHOODSerovaren gezeigt werden, dass sie ein 
Enterotoxin produzieren, das sogenannte Cholera-Like Toxin (PRASAD et al., 1990; 
PRASAD et al., 1992). Allerdings ist auch hier nur sehr wenig über die Funktion dieses 
Toxins im Verlauf der Pathogenese bekannt. Möglicherweise ist das Toxin an der Zerstörung 
der epithelialen Zellen des Darms und der daraus resultierenden Enteritis bei einer 
6DOPRQHOOD-Infektion beteiligt. Drei weitere Zytotoxine konnten bei Salmonellen
nachgewiesen werden: Viele Serovare produzieren ein hitzelabiles Toxin, dessen Funktion 
noch nicht geklärt ist (ASHKENAZI et al., 1988). REITMEYER et al. (1986) beschrieben ein 
weiteres membranassoziiertes Zytotoxin mit geringem Molekulargewicht und noch 
unbekannter Funktion.  Ein drittes Toxin ist ein zellassoziiertes Hämolysin, das sowohl bei 
6DOPRQHOOD als auch bei 6KLJHOOD und ( FROL nachgewiesen werden konnte (LIBBY et al., 
1990). Dessen Funktion in der Pathogenese wird zur Zeit noch untersucht.  
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In murinen Makrophagen wird von 6 Typhimurium ein sogenanntes Hitzeschock-Protein 
produziert. Deletionsmutanten, die dieses Protein nicht produzieren können, sind im 
Mausmodell weniger virulent und können zudem nicht in Makrophagen überleben 
(FALKOW und MEKALANOS, 1990). 
Das 6DOPRQHOOD–Lipopolysaccharid (LPS) ist eine Hauptkomponente für die Wirtsspezifität 
und Virulenz. Durch das LPS wird der Schutz vor Phagozytose gewährleistet und ein Abtöten 
durch Makrophagen bzw. durch die Komplementbindungskaskade verhindert (SAXEN et al., 
1987; ROBBINS et al., 1992). Zusätzlich ist das LPS ein wichtiger Faktor für das Überleben 
vonSalmonellen im Intestinaltrakt (NNALUE und LINDBERG, 1990).  
Die endotoxischen Bestandteile von Salmonellen lösen in ihrer Gesamtheit dosisabhängig 
Fieber, intravaskuläre Koagulation, Kreislaufkollaps und Schock aus (TAKEUCHI und 
SPRINZ, 1967; CLARKE und GYLES, 1993). 
Die durch Flagellen verliehene Motilität ist für einige 6DOPRQHOODSerovare von großer 
Bedeutung. JONES et al. (1992) konnten zeigen, dass eine geringere Begeißelung eines 
Isolates dessen Möglichkeit verringert, mit der Epithelzelle in Kontakt zu treten und in sie 
einzuwandern. Dadurch verringert sich dann  auch die Pathogenität des Isolates.  
Ein weiterer chromosomal gebundener Pathogenitätsfaktor ist das sogenannte Enterobaktin, 
ein Siderophor, welches bei 6 Typhimurium gefunden wurde. Enterobaktin ist erforderlich, 
um Eisen vom Transferrin des Wirtes abzufangen und dem bakteriellen Zellstoffwechsel zur 
Verfügung zu stellen. Im Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass es für das Wachstum der 
Bakterien im Serum erforderlich ist, aber nicht an der Auslösung der Erkrankung beteiligt 
sein kann (BENJAMIN et al., 1985).  
 
 
 
3ODVPLGNRGLHUWH3DWKRJHQLWlWVIDNWRUHQ
 
In den letzten zehn Jahren sind die Virulenzplasmide von 6DOPRQHOOD stärker in den 
Blickpunkt der Wissenschaft gerückt. HELMUTH et al. (1985) konnten zeigen, dass 
plasmidlose Stämme von 6. Typhimurium und 6. Enteritidis eine mindestens um den Faktor 
105 reduzierte LD50 aufweisen. Einige 6DOPRQHOOD-Serovare, die der Subspezies 6 HQWHULFD 
angehören, haben ein großes Low-Copy-Plasmid. Dieses trägt Virulenzgene, die am 
Geschehen der septischen Salmonellose beteiligt sind. Gene des Virulenzplasmids kodieren 
für Proteine, die für die Serumresistenz der Salmonellen von Bedeutung sind. Die Rolle der 
plasmid-kodierten Virulenzgene für die durch Salmonellen induzierte Enteritis ist aber noch 
unklar. Die Größe der 6DOPRQHOOD–Plasmide variiert stark und liegt im Mittel zwischen 50-90 
kb. Plasmide besitzen in der Regel eine 7,8 kb Region, die als VSY (6DOPRQHOOD Plasmid 
Virulence) bezeichnet wird (ROTGER und CASADESUS, 1999). Man findet diese Region 
bei den Serovaren, die eine Sepsis im Wirtsorganismus auslösen können, ein Ausnahme 
besteht bei 6 Typhi (WOODWARD et al., 1989; FIERER et al., 1992). 6SY besteht aus einem 
Cluster von fünf Genen: VSY5 und VSY$%&,'. Mit Ausnahme des VSY5Gens, das als 
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positiver Aktivator für die Gene VSY$%&' fungiert, ist die Funktion der vier weiteren Gene 
weitgehend unbekannt. Die VSY-Gene scheinen aber eine wichtige Rolle in der frühen Phase 
der Infektion, in der die phagozytierenden Zellen aktiv sind, inne zu haben (BÄUMLER et al., 
2000).   
 
 
 
(SLGHPLRORJLH

Die Vertreter des Genus 6DOPRQHOODsind in der Umwelt weltweit verbreitet und ubiquitär. Sie 
können sowohl von nahezu allen Vertebraten, aber auch aus Insekten isoliert werden 
(TAYLOR und MCCOY, 1969; FALKOW und MEKALANOS, 1990). Allerdings ist die 
Pathogenität einzelner Serovare zumeist an einen bestimmten Wirt gebunden, wie zum 
Beispiel 6 Dublin an das Rind und 6 Choleraesuis an das Schwein. Andere Serovare wie 6 
Typhimurium und 6 Enteritidis können dagegen mehrere Tierarten sowie den Menschen 
infizieren und werden daher als nicht wirtsadaptiert bezeichnet (HOLLINGER, 2000). Solche 
Serovare können über sehr lange Zeit im Wirt persistieren, wobei die Ausscheidung oft 
intermittierend erfolgt. In einer Milchkuh-Herde konnte 6Typhimurium DT104 auch noch 
18 Monate nach Abklingen klinischer Symptome nachgewiesen werden (EVANS und 
DAVIES, 1996). WOOD et al. (1989) konnten bei persistent infizierten Schweinen zeigen, 
dass sie über 28 Wochen hinweg 6 Typhimurium ausschieden. 6. Typhimurium wird 
weltweit bei verschiedenen Spezies einschließlich Mensch aus Probenmaterial bei 
Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes isoliert (FALKOW und MEKALANOS, 1990).  
 
 
 
(SLGHPLRORJLHGHU6DOPRQHOORVHGHV0HQVFKHQ

Die humane Salmonellose stellt ein zentrales Problem hinsichtlich immer wieder auftretender 
Todesfälle und erheblicher Kosten für das Öffentliche Gesundheitswesen dar (BARNASS et 
al., 1989). Im Jahre 2001 wurden dem Robert Koch-Institut (RKI) 70.869 Fälle einer 
Salmonellen-Enteritis gemeldet (ANONYMUS, 2001). Im Jahre 1998 war in 62 Fällen eine 
Salmonellose die Todesursache. Die Daten für 1999, 2000 und 2001 liegen noch nicht vor, 
eine ähnlich hohe Zahl ist aber aufgrund der aktuellen Resistenzlage anzunehmen 
(MEHNERT et al. 2001b).  
Von den 2464 Serovaren (POPOFF et al., 2000), die grundsätzlich alle als humanpathogen 
einzustufen sind, muss man zwischen der Typhus-Paratyphus-Gruppe (human-adaptierte 
6DOPRQHOOD-Serovare) und den Enteritis verursachenden Salmonellen (tieradaptierte und nicht 
adaptierte Salmonellen) differenzieren. Letztere sind als potentielle Zoonoseerreger 
anzusehen und rufen beim infizierten Menschen Durchfallerkrankungen als klinisches Bild 
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einer Lebensmittelvergiftung hervor. Insgesamt haben weltweit nur 10 bis 20 Serovare der 
Spezies 6DOPRQHOODHQWHULFD subsp. HQWHULFDeine epidemiologische Bedeutung erlangt. 
Bei Erwachsenen ist die häufigste Ursache von Durchfallerkrankungen eine Infektion durch 
Enteritis-Salmonellen (Bakterien der Gattung 6DOPRQHOOD spec. der Subspezies 6HQWHULFD mit 
Ausnahme der Serovare Typhi und Paratyphi).  
Beobachtet man die Entwicklung der isolierten Serovare von 1991 bis 1999, ist das Verhältnis 
zwischen 6 Enteritidis- und 6 Typhimurium-Fällen in den letzten Jahren stabil geblieben. 
Jedoch kann eine stetige Zunahme der Erkrankungen durch 6. Typhimurium DT104 
beobachtet werden (AMMON et al., 2000). 6 Typhimurium DT104 ist mittlerweile bei den 
Fallzahlen hinter 6 Enteritidis PT4 auf die zweite Position der wichtigen Salmonellose-
Erreger vorgerückt. Aufgrund seiner chromosomal fixierten Multiresistenz gegenüber 
Chemotherapeutika hat 6 Typhimurium DT104 epidemiologisch sehr an Bedeutung 
gewonnen (LIESEGANG et al., 1997).  
In der Europäischen Gemeinschaft hat die Anzahl der gemeldeten Salmonellose-Fälle in den 
Jahren von 1998 bis 1999 um 13 % zugenommen. Insgesamt wurden in Europa 165.659 Fälle 
aus 15 Staaten der EU gemeldet. In allen Mitgliedsländern bis auf Irland, wo 6 Typhimurium 
vorherrschend war, konnte 6 Enteritidis als der dominierende Serotyp identifiziert werden 
(ANONYMUS, 2000b).  
Die Infektion mit Salmonellen erfolgt überwiegend durch den Verzehr kontaminierter 
Lebensmittel tierischen Ursprungs, wie Eier, Fleisch und Wurst. Dabei können die 
Lebensmittel primär oder auch sekundär kontaminiert sein. Eine primäre Kontamination hat 
schon intravital (Milch, Eier, Fleisch), eine sekundäre Kontamination postmortal meist über 
Roh- und Fertigprodukte stattgefunden. Bei der sekundären Kontamination (~ 80 % der 
Nahrungsmittelkontaminationen) sind Gerätschaften, Wasser, infizierte Personen, Nagetiere 
oder Insekten Vektoren der Infektionskette. 
Nur in seltenen Fällen erfolgt eine Ansteckung des Menschen durch direkten Kontakt mit 
salmonellosekranken oder salmonelleninfizierten Tieren in der Landwirtschaft, am 
Schlachthof oder durch Heimtiere (BLAHA, 1992; GERIGK, 1992; KRAUSS et al., 1997).  
Weniger als 10 % der Infektionen kommen durch eine direkte Übertragung von Mensch zu 
Mensch zustande (PÖHN, 1983; RASCH und SCHRADER, 1998). Nach HEIMANN (1994) 
sind Schmierinfektionen nur bei Kindern im Alter unter drei Jahren epidemiologisch von 
Bedeutung. 
 
 
 
(SLGHPLRORJLHGHU6DOPRQHOORVHQEHLP6FKZHLQ

Die beim Schwein vorkommenden Salmonellen lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die 
erste Gruppe beinhaltet das wirtsadaptierte Serovar 6. Choleraesuis. In die zweite Gruppe 
fallen alle anderen beim Schwein isolierten Serovare, darunter auch 6. Typhimurium und 6. 
Enteritidis (FEDORKA-CRAY et al., 2000). 
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6 Choleraesuis spielt in Deutschland und dem übrigen Westeuropa derzeit keine 
nennenswerte Rolle mehr, repräsentierte aber vor einigen Jahren noch den vorherrschenden 
Serotyp (LAVAL et al., 1992; BAGGESEN und CHRISTENSEN, 1997; HELMUTH et al., 
1997). Nichtsdestotrotz hat 6. Choleraesuis in Nordamerika noch eine erhebliche Bedeutung 
für die Schweinefleisch produzierende Industrie (WILCOCK und SCHWARTZ, 1992). Das 
häufigste Isolat beim Mastwein im Jahr 2000 in Deutschland war 6. Typhimurium. Von 241 
untersuchten Herden waren 12,86 % 6DOPRQHOOD positiv und 10,79 % 6 Typhimurium positiv 
(HARTUNG, 2001).  
Der Vergleich verschiedener Studien zur Prävalenz von 6DOPRQHOOD in deutschen und 
europäischen Schweinebeständen auf der Basis von Kulturverfahren ist nur bedingt möglich, 
da verschiedene Probenmaterialien entnommen und unterschiedliche bakteriologische 
Verfahren für den Nachweis angewendet werden (VAN DER WOLF et al., 1999). 
Die Übertragung von Salmonellen erfolgt am häufigsten über den fäkal-oralen Weg 
(FEDORKA-CRAY et al., 2000). Einige Studien mit experimentell infizierten Tieren konnten 
zeigen, dass Salmonellenbesonders in der akuten Phase der Infektion oft in großen Mengen 
in der Faeces ausgeschieden werden. GUTZMANN et al. (1976) berichteten von einer 
Ausscheiderate von 107 KBE 6 Typhimurium pro Gramm Faeces. 
Die Infektionsdosen, die in Infektionsversuchen für 6DOPRQHOOD ermittelt werden konnten, 
liegen zwischen 108-1011 KBE um eine klinische Erkrankung zu erzeugen (GRAY et al., 
1995; GRAY et al., 1996a,b; MARG et al., 2001).  
Neuere Untersuchungen an Schweinen, welche über einen Oesophagusschnitt direkt in den 
Gastrointestinaltrakt infiziert worden waren, zeigten, dass auch die Tonsillen und Lungen eine 
entscheidende Rolle bei der Invasion und Verbreitung von Salmonellen im Wirt spielen 
müssen (FEDORKA-CRAY et al., 1995). GRAY et al. (1996b) konnten ebenfalls feststellen, 
dass bei natürlich mit 6. Choleraesuis befallenen Schweinen auch die Lungen kolonisiert 
waren. Weiterhin ist unbestritten, dass auch eine aerogene Infektion mit Salmonellenneben 
dem fäkal-oralen Infektionsweg eine nicht unerhebliche Rolle bei der Induktion einer 
Salmonellen-Infektion spielen kann (WATHES et al., 1988). Ältere Studien zeigten aerogene 
Infektionen auch bei Geflügel und bei Mäusen (CLEMMER et al., 1960; DARLOW et al., 
1961). 
Aufgrund des ubiquitären Vorkommens von Salmonellen in der Umwelt müssen 
epidemiologisch neben der fäkal-oralen sowie der aerogenen Infektion auch noch vektoren- 
assoziierte Übertragungswege beachtet werden. Als an der Übertragung der Schweine-
Salmonellose beteiligte Vektoren sind Nager, Insekten, Menschen und auch kontaminiertes 
Futter und Wasser beschrieben (CLARKE und GYLES, 1993). HENZLER und OPITZ 
(1992) konnten zeigen, dass Mäuse-Faeces bis zu 105 KBE Salmonellen enthalten kann. 
Andere Arbeitsgruppen identifizierten eine große Anzahl von Wildtierspezies als potentielle 
Salmonellen-Träger, insbesondere Ratten, Mäuse, Katzen und Vögel (DAVIES und WRAY, 
1997). Auch Fliegen und Staub können als Vektoren für Salmonellen fungieren und sie 
innerhalb eines Gehöftes oder in der Umwelt verbreiten (EDEL et al., 1967, EDEL et al., 
1970). In der Vergangenheit waren Futtermittel eine wichtige Infektionsquelle für Schweine 
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(KAMPELMACHER et al., 1965, WILLIAMS und NEWELL, 1968, LINTON und JENNET, 
1970). Heutzutage ist der überwiegende Teil der Futtermittel hitzebehandelt, wie es durch die 
Gute Herstellungs-Praxis (GMP-Good Manufactoring Practice) gefordert ist. HARTUNG 
(2001) berichtete, dass 1,57 % der im Jahre 2000 untersuchten Futtermittel für Schweine 
6DOPRQHOOD-positiv waren.  
Die hohe Tenazität der Salmonellen in der Umwelt bereitet Probleme bei der Bekämpfung der 
Salmonellose in Schweinebeständen (LINTON et al., 1970). So berichten BERENDS et al. 
(1996), dass die Infektion im Maststall selbst die vorherrschende Infektionsquelle für 
Mastschweine darstellt. Dagegen ist die Infektion im Zuchtbestand in ihrer Bedeutung 
nachgeordnet. BAGGESEN et al. (1997) konnten bei ihren Untersuchungen in 
Schweineställen Salmonellen in den Buchten, auf Strukturen der Stalleinrichtung, in der 
Lüftung, im Staub und in Faeces nachweisen. 6 Choleraesuis war noch nach 13 Monaten aus 
getrockneter Faeces kultivierbar. (GRAY und FEDORKA-CRAY, 1995). DAVIES und 
WRAY (1997) berichteten, dass Schweineställe auch nach intensiven Desinfektions-Routinen 
noch mit Salmonellen kontaminiert waren.  
 
 
 
3UREOHPDWLNGHU6DOPRQHOOHQ,QIHNWLRQEHLP6FKODFKWVFKZHLQ

Grundsätzlich unterscheidet man zwischen zwei verschiedenen Formen der klinischen 
Salmonellose beim Schwein. Die Infektion mit dem nicht wirtsadaptierten Serovar  
Typhimurium äußert sich in Form einer Enteritis. Dagegen geht die Infektion mit dem 
wirtsadaptierten Serovar Choleraesuis mit einer Septikämie einher (FEDORKA-CRAY et al., 
2000).   
Das klinische Bild der Enteritis nach einer Infektion mit 6 Typhimurium tritt, wenn 
überhaupt, nur bei Schweinen im Alter zwischen 6 bis 12 Wochen auf. Es zeigt sich dann eine 
hohe Morbidität und ein typischer wässriger, gelblicher Durchfall (WILLCOCK und 
SCHWARTZ, 1992). Bei älteren Tieren verläuft die Infektion überwiegend symptomlos 
(FEDORKA-CRAY et al., 2000). Unmittelbare wirtschaftliche Verluste sind aus diesem 
Grund bei der Infektion mit 6 Typhimurium nicht zu erwarten. Es bleibt aber die von diesen 
Keimen ausgehende Gefährdung des Menschen durch den Eintrag in die Lebensmittelkette 
(WEGENER und BAGER, 1997; STEINBACH und KROELL, 1999). STEINBACH und 
HARTUNG (1999) schätzten den Anteil der humanen Salmonellosen, der auf von Schweinen 
stammende Salmonellen zurückzuführen ist, auf 20 %. 
Im subklinischen Stadium der Infektion persistiert der Erreger in der Mukosa des Ileums, des 
Caecums und des Colons und in den Lymphknoten des Mesenteriums und wird nur 
intermittierend über die Faeces ausgeschieden (QUINN et al., 2002). Verschiedene 
Untersuchungen wurden durchgeführt, um die Gewebe zu bestimmen, in denen der Erreger 
persistiert. Experimentelle Untersuchungen zum Organtropismus von S. Typhimurium mit 
unterschiedlichen Kulturverfahren zeigten, dass 6 Typhimurium in den Tonsillen 
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(KAMPELMACHER et al., 1969) und insbesondere in den Lnn. ileocolici (FEDORKA-
CRAY et al., 1994) persitiert. Um Gewebe zu identifizieren, in denen 6 Newport persistiert, 
untersuchten WOOD et al. (1991) 41 verschiede Organe kulturell auf Salmonellen. In dieser 
Untersuchung konnten die Tonsillen, gefolgt von Caecuminhalt, als am häufigsten befallene 
Gewebe festgestellt werden.  
 
Zu einer verstärkten Ausscheidung des Erregers und zum Auftreten klinischer Symptome bei 
persistent infizierten Tieren kann es durch verschiedene Stressfaktoren (z. B. Transport zum 
Schlachthof) kommen (ISAACSON et al., 1999; MARG et al., 2001). Auf dem Transport und 
insbesondere auf dem Schlachthof infizieren sich dann Schweine aus Salmonellen-freien 
Beständen, auch kurz vor der Schlachtung (SWANENBURG et al., 2001). So kann es 
innerhalb von 3-4 Stunden nach der Aufnahme des Erregers zur Kolonisierung des Caecums 
kommen (FEDORKA-CRAY et al., 1995). 
HURD et al. (2001) konnten zeigen, dass der fäkal-orale Infektionsweg eine besondere 
Bedeutung bei der Kolonisierung von Schlachtschweinen durch eine kontaminierte Umwelt, 
wie es z. B. im Wartestall am Schlachthof die Regel ist, besitzt. In einem Infektionsversuch 
wurdenSalmonellen-negative Tiere in einen Stall verbracht, der vorher mit Faeces (103-105 S. 
Typhimurium KBE pro Gramm Faeces) von infizierten Schweinen kontaminiert worden war. 
Nach 6 Stunden Aufenthalt im kontaminierten Stall waren sämtliche Probanden in jeweils 
unterschiedlichen Geweben 6 Typhimurium positiv. Somit konnte in diesen Studien gezeigt 
werden, dass selbst der kurze Aufenthalt in schlecht desinfizierten Warteställen am 
Schlachthof signifikant zur Verbreitung von Salmonellen im Schlachthof beiträgt und zum 
Eintrag in die Lebensmittelkette führen kann.  
BOES et al. (2001) stellen heraus, dass es besonders wichtig ist, dass Tiere, die aus einem 
Bestand kommen, der 6DOPRQHOODpositiv ist, getrennt von Tieren transportiert und 
geschlachtet werden, die aus einem Bestand kommen, der als 6DOPRQHOOD-negativ eingestuft 
ist. Die Einstufung in die Kategorien I bis III (niedriger Salmonellen Status bis hoher 
Salmonellenstatus) soll in Deutschland auf Grundlage der „ Verordnung zur Verringerung des 
Salmonelleneintrages durch Schlachttiere bei der Fleischgewinnung“  erfolgen. Die 
diagnostische Basis für die Einstufung bildet der Salmonellen-Antikörperstatus als Ergebnis 
eines Fleischsaft-ELISAs (POLTEN, 2002). VAN DER HEIJDEN (2001) berichtet allerdings 
von einem Ringtest, der eine geringe Korrelation zwischen den Ergebnissen der 
unterschiedlichen bisher entwickelten Fleischsaft-ELISA-Testsysteme aufzeigte. Diese Art 
von Testsystemen eignen sich prinzipiell nur für eine Diagnostik auf Herdenbasis. Einzeltiere 
sind mit diesem Test aufgrund der niedrigen Sensitivität nicht sicher zu identifizieren. 
 
 
 
 
 
 
Literaturübersicht 
12 
'LDJQRVWLNYRQ6DOPRQHOORVHQ
 
.XOWXUHOOHU1DFKZHLV

Für den kulturellen Nachweis von Salmonellen sind gemäß ihrer medizinischen Bedeutung 
bis heute eine große Anzahl von Methoden beschrieben (Zusammenfassung der Verfahren, 
siehe BUSSE, 1995 oder ANDREWS, 1996). Umfassende Untersuchungen in Europa und 
Amerika zeigten, dass große Unterschiede in der Nachweisrate von 6DOPRQHOOD zwischen 
verschiedenen Laboratorien und den jeweils gewählten Methoden bestehen können (EDEL 
und KAMPELMACHER, 1968; EDEL und KAMPELMACHER, 1973;  EDEL und 
KAMPELMACHER, 1974; WALTMANN und MALLINSON, 1995).  
Die amtliche Untersuchung von Lebensmitteln auf 6DOPRQHOOD erfolgt in Deutschland nach    
§ 35 des Lebensmittel- und Bedarfsgegenständegesetzes (LMBG) (ANONYMUS, 1994a). 
Dieser § 35 lehnt sich dabei eng an die Norm 6579 der International Organisation for 
Standardisation (ISO) an (ANONYMUS, 2000a).  
Unabhängig von der Natur der Probe besteht heute wie schon seit Jahrzehnten das Procedere 
für die Isolierung von Salmonellen aus Direktausstrich, nicht-selektiver Voranreicherung, 
selektiver Voranreicherung, nachfolgendem Ausstrich auf selektiven festen Agarmedien und 
abschließender biochemischer und serologischer Bestimmung der Isolate.  
Ein Direktausstrich von Proben zur Untersuchung auf Salmonellen ist nur in der akuten Phase 
der Infektion sinnvoll. Für den Nachweis von 6DOPRQHOOD bei klinisch unauffälligen, 
chronisch oder persistent infizierten Tieren eignet sich der Direktausstrich nicht, da die 
Keimzahl der ausgeschiedenen Salmonellen bei solchen Tieren insbesondere im Vergleich zur 
absoluten Keimzahl der Darmflora zu gering ist (WALTMANN, 2000). 
In verschiedensten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Voranreicherung von 
Faeces- und Umweltproben einen positiven Einfluss auf die Salmonellen-Isolierungsrate hat 
(TATE et al., 1990; SCHLUNDT und MUNCH, 1993).  
In der ISO-Norm 6579 (ANONYMUS, 2000a) wird die nicht-selektive Voranreicherung in 
Pepton-Bouillon und eine nachfolgende selektive Anreicherung parallel in Rappaport-
Vassiliadis-Medium (RV-Medium) und in Tetrathionat-Novobiocin-Bouillon nach Müller-
Kauffmann gefordert. Im Folgenden wird nur auf die Eignung der beiden international 
anerkannten und in dieser Arbeit verwendeten Flüssignährmedien eingegangen:  
JUVEN et al. (1984) konnten durch den Vergleich mit anderen Voranreicherungsmedien 
zeigen, dass gepufferte Pepton-Bouillon das am besten geeignete Flüssig-Medium zur 
Voranreicherung für 6DOPRQHOOD darstellt.  
Etliche Studien haben gezeigt, dass RV-Medium zur selektiven Anreicherung dem 
Tetrathionat- oder Selenit-Medium überlegen ist (OBOEGBULEM, 1983; BAGER und 
PETERSON, 1991; SCHLUNDT und MUNCH, 1993). Erstmalig beschrieben RAPPAPORT 
et al. (1956) ein Selektivmedium und VASSILIADIS und Mitarbeiter modifizierten es 
zweimal, indem sie den Gehalt an Malachit-Grün reduzierten, was eine Inkubation bei 42 °C 
ermöglichte (VASSILIADIS et al., 1970; VASSILIADIS et al., 1976). Der Anreicherung in 
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RV-Medium sollte auf jeden Fall eine Voranreicherung vorausgegangen sein. Beim 
Überimpfen der Voranreicherung in das RV-Medium ist ein Verhältnis von 1 : 100 
einzuhalten. Das RV-Medium wird nach 24 Stunden Inkubation auf ein festes 
Selektivmedium ausgestrichen und inkubiert (RAPPAPORT et al., 1956; VASSILIADIS, 
1983).  
Eine Voranreicherung kombiniert mit einer Selektivanreicherung soll die Keimzahlen an 
Salmonellen in der Flüssigkultur solchermaßen erhöhen, dass es möglich ist, sie durch 
Ausplattieren auf festen Selektivnährmedien nachzuweisen. Eine Reihe solcher 
Selektivnährböden für Salmonellen sind im Handel erhältlich. Die ISO-Norm 6579 
(ANONYMUS, 2000a) fordert den Ausstrich auf XLD-Agarmedium und einem weiteren 
festen Selektivmedium. Für die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde als zweites festes 
Selektivnährmedium das BPLS-Agarmedium ausgewählt. Im Folgenden soll daher nur auf 
XLD- und BPLS-Agarmedien eingegangen werden: 
Das Xylose-Lysine-Desoxycholat-Agarmedium (XLD-Agarmedium) wurde von TAYLOR 
(1965) entwickelt. Das XLD-Agarmedium nutzt zur Hemmung coliformer Keime das 
Natriumdeoxycholat. Als Indikatorsysteme wirken Xylose, Laktose, Saccharose und Lysin 
mit Phenolrot zusammen. Der Wirkungsmechanismus beruht auf dem Abbau von Xylose, 
Laktose und Saccharose zu Säure (Umschlag des Phenolrots nach Gelb), auf der 
Decarboxylierung von Lysin zu Kadaverin (purpurrote Färbung um die Kolonien infolge der 
pH-Wert-Verschiebung hinein in den alkalischen Bereich) und der Schwefelwasserstoff-
Bildung aus Thiosulfat und Eisen (III)-Salzen unter Ausfällung von Eisensulfid, wodurch es 
zu einer Schwärzung der Kolonien kommt. Salmonellen bauen Xylose vollständig ab und 
decarboxylieren das Lysin, dadurch steigt der pH-Wert und es kommt zur zentralen 
Schwärzung der Kolonie. Ein Nachteil des XLD-Agarmediums sind seine falsch-positiven 
Ergebnisse durch 3URWHXV aber auch durch nicht schwefelbildendeSalmonellen. Die Zugabe 
von Novobiocin (XLDN) soll bei diesem Verfahren die Spezifität und Sensitivität erhöhen 
(RESTAINO et al., 1982).  
Der zweite Selektivnährboden ist das Brilliantgrün Phenol-Rot-Sucrose-Agarmedium (BPLS-
Agarmedium). Er wurde ursprünglich von KRISTENSEN et al. (1925) entwickelt und später 
von KAUFFMANN (1935) modifiziert. Die Selektivität basiert auf dem Vorhandensein von 
Brilliantgrün, sowie Laktose und Saccharose. Da alle SalmonellenLaktose- und Saccharose- 
negativ sind, erscheinen die Kolonien rosarot mit einem roten Hof. Bei Keimen, die Laktose- 
bzw. Saccharose-positiv sind (z. B. (FROL, &LWUREDFWHU, 3URWHXV), wachsen die Kolonien 
gelbgrün mit gelbgrünem Hof. Das Brilliant-Grün verhindert dabei weitgehend das Wachstum 
von Begleitkeimen.  
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3&51DFKZHLV

Die wichtigste zuerst publizierte PCR-Methode zum Nachweis von Salmonellen stammt von 
WIDJOJOATMODJO und Mitarbeitern (1991). Diese PCR-Methode nutzt Oligonukleotide, 
durch die es möglich ist, einen Abschnitt des Replikationsgens RUL& zu amplifizieren.  
Um die Salmonellen auch aus klinischen Proben isolieren zu können, wurden zudem mit 
spezifischen Antikörpern beladene magnetische Partikel verwendet. Diese Technik in 
Kombination mit der oben genannten PCR-Methode wurde dann als „ Magnetic Immuno-
Polymerase Chain Reaction Assay“  (MIPA) bezeichnet. Das Detektionslimit der MIPA-
Methode für die Isolation von Salmonellen aus Stuhlproben wurde mit 105 KBE/g Faeces 
angegeben (WIDJOJOATMODJO et al., 1992; FLUIT et al., 1995).  
RAHN und Mitarbeiter (1992) wählten für ihre Salmonellen-PCR Oligonukleotide, die auf 
dem von GALAN und CURTISS (1991) entdeckten LQY$–Gen basieren (GALAN et al., 
1992). Um die Spezifität dieser PCR-Methode zu überprüfen, wurden dann insgesamt 630 
Reinkulturen untersucht. Darunter waren 575 Salmonellen-Stämme, die 102 Serovaren 
angehörten, und 142 Nicht-Salmonellen-Spezies aus insgesamt 21 verschiedenen Genera. In 
Kombination mit einer Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass ein falsch positives PCR-
Produkt auch bei den 142 Nicht-Salmonellen-Spezies nicht amplifiziert werden konnte. Das 
Detektions-Limit dieser Methode lag bei 3x102 KBE.  
REXACH et al. (1994) entwickelten eine PCR-Methode, welche auf Genen des 
Virulenzplasmids und sowie auf dem chromosomal kodierten Flagellen-Gen (IOD) basiert. 
Diese Methode war auch geeignet, um solche Salmonellen identifizieren zu können, die ein 
Plasmid tragen. Plasmide werden für die Virulenz im Maus-Modell verantwortlich gemacht 
(GULIG, 1990).  
Vergleichbare Untersuchungen wurden von MAHON und LAX (1993) durchgeführt. Sie 
entwickelten allerdings eine PCR-Methode, die auf dem VSY5-Gen des Virulenzplasmids 
basiert.  
OLSEN et al. (1991) konnten durch Sequenz-Analyse von 20 verschiedenen 6DOPRQHOOD-
Serovaren einen 2.3 kb großen DNA-Bereich ermitteln, der eine komplette Basenhomologie 
in allen Serovaren aufwies. Darauf aufbauend entwickelten dann AABO und Mitarbeiter 
(1993) ein Oligonukleotidpaar, das anhand von 146 Salmonellen-Stämmen und 86 Nicht-
Salmonellen-Spezies auf seine Spezifität geprüft wurde.  
Eine PCR-Methode zum spezifischen Nachweis von beweglichen Salmonellen wurde von 
WAY et al. (1993) eingeführt. Die Methode basiert auf zwei Oligonukleotidpaaren, die eine 
Amplifikation des +OL und des +LQFlagellin-Gens ermöglichen.  
Die Oligonukleotide nach RAHN et al. (1992) und AABO et al. (1995) werden vom 
Deutschen Institut für Normung, e.V., in der DIN 10135 (ANONYMUS, 1999) als 
nachweislich geeignete Oligonukleotidpaare für den Nachweis von Salmonellen angegeben. 
Ausdrücklich wird in der DIN-Norm darauf hingewiesen, dass nach fachlicher Prüfung auch 
andere geeignete Oligonukleotide für den Nachweis von Salmonellen eingesetzt werden 
dürfen. 
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7DEHOOH  3&50HWKRGHQ ]XP 1DFKZHLV YRQ 6DOPRQHOOD LQ  XQWHUVFKLHGOLFKHQ3UREHQPDWHULDOLHQEine Auswahl häufig zitierter Verfahren aus den Jahren 1992-2001. 

  
3UREH =LHOVHTXHQ] 3UREHQEHKDQGOXQJYRU
GHU3&5

5HIHUHQ]
Faeces (Mensch) RUL&-Gen IMS WIDJOJOATMODJO et 
al. (1992) 
Austern KQV - Gen DNA-Extraktion  JONES et al. (1993) 
Faeces (Mensch) UIE--, UIE6-Gen Immunomagnetische 
Separation (IMS), 
Zentrifugation, 
Anreicherung 
KONGMUANG et al. 
(1994) 
Faeces (Pferd) Histidin-
Transport-
Operon-Gen 
ProteinaseK-Verdau, 
Phenol-Chloroform 
COHEN et al. (1994) 
Faeces (Schwein, 
Pferd, Rind) 
LQY(- und LQY$-
Gen 
Anreicherung STONE et al. (1994) 
Geflügelfleisch ausgewähltes 
DNA-Fragment 
Anreicherung JITRAPAKDEE et al. 
(1995) 
Rektaltupfer (Hund)  LQY( und LQY$- 
Gen 
Anreicherung  STONE et al. (1995) 
Gewebeproben 
(Geflügel) 
LQY$–Gen Gefriertrocknung, DNA-
Extraktion 
TUCHILI et al. (1995) 
Faeces (Mensch) ,QY$- und VSY&-
Gen 
Verdünnung, 
Anreicherung 
CHIU und OU (1996) 
Rindfleisch RPS&-Gen Anreicherung KWANG et al. (1996) 
Futter, Milch ILP$–Gen Anreicherung, Phenol-
Chloroform-Extraktion 
COHEN et al. (1996) 
Lebensmittel–
Proben 
LQY$-Gen DNA-Extraktion COCOLIN et al. (1998) 
Tupfer aus 
Geflügelställen 
ausgewähltes 
DNA-Fragment, 
IOL&-, VHI$-Gen 
Anreicherung  SOUMET et al. (1999) 
Wasser, Abwasser, 
Fleisch  
ausgewähltes 
DNA-Fragment 
Anreicherung, 
ProteinaseK-Verdau 
WAAGE et al. (1999) 
Organischer Abfall KQV-Gen Anreicherung, 
ProteinaseK-Verdau 
BURTSCHER et al. 
(1999) 
Tomaten +LO$-Gen Anreicherung über 6 h GUO et al. (2000) 
 
Faeces (Pferd) RPS&-Gen Verdünnen, 
Anreicherung, DNA-
Extraktion 
AMAVISIT et al. (2001) 
Salami LQY$-Gen Anreicherung, 
ProteinaseK-Verdau 
FERRETTI et al. (2001) 
Wasser, Faeces 
(Schwein) 
LQY(- und LQY$-
Gen 
Anreicherung, DNA-
Extraktion 
FEDER et al. (2001)  
Gewebeproben 
(Geflügel) 
,QY(- und LQY$-
Gen 
Anreicherung, 
DNA-Extraktion 
SCHRANK et al. (2001) 
Gewebeproben 
(Schwein) 
LQY$-Gen Anreicherung, 
ProteinaseK-Verdau 
SCHOLZ et al. (2001) 
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In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl verschiedenster PCR-Methoden zum 
Nachweis von Salmonellen aus Lebensmitteln, klinischen Materialien und Umweltproben 
beschrieben. Tabelle 1 zeigt eine Auswahl verschiedenster  PCR-Methoden zum Nachweis 
von 6DOPRQHOOD. Aus der Aufstellung ist zu entnehmen, dass die Zielsequenzen der 
6DOPRQHOODPCR-Methoden, insbesondere der in den letzten fünf Jahren publizierten, auf 
einige wenige Genabschnitte beschränkt blieben. Ein besonders häufig vertretener Abschnitt 
ist das LQY$-Gen von 6 Typhimurium. Die Unterschiede in den einzelnen Studien liegen im 
Wesentlichen in der Adaptation der PCR-Methode an die speziellen Anforderungen des sehr 
heterogenen Probenmaterials, aus denen dann der Nachweis von Salmonellen erfolgen soll. 
Die Anpassung der jeweiligen PCR-Methode erfolgte dann letztlich durch eine Modifikation 
der unterschiedlichen Voranreicherungsschritte sowie durch Variation der DNA-
Extraktionsmethoden und der PCR-Konditionen.  



<HUVLQLDHQWHURFROLWLFD  
 
7D[RQRPLH

Die Spezies <.HQWHURFROLWLFD gehört zur Gattung <HUVLQLD, welche wiederum der Familie der 
(QWHUREDFWHULDFHDH zugerechnet wird. Der Spezies-Name < HQWHURFROLWLFD wurde von 
FREDERIKSEN (1964) eingeführt. Aufgrund ihres negativen Gram-Verhaltens sowie der 
morphologischen (stäbchenförmig) und metabolischen Eigenschaften wird die Gattung 
<HUVLQLD in der Familie der (QWHUREDFWHULDFHDH geführt (BERCOVIER und MOLLARET, 
1984). Die Gattung <HUVLQLD besteht zur Zeit aus 11 Spezies, von denen drei Human- bzw. 
Tierpathogene sind: <HQWHURFROLWLFD, <SVHXGRWXEHUFXORVLV und <SHVWLV. Daneben sind die 
als ubiquitär vorkommenden Arten <IUHGHULNVHQLL, <LQWHUPHGLD, <NULVWHQVHQLL, <URKGHUL, 
<DOGRYDH, <PRODUHWLL und <EHUFRYLHUL beschrieben und charakterisiert worden. Dagegen 
sollte der fischpathogene Erreger < UXFNHUL in Zukunft nicht mehr der Gattung <HUVLQLD 
zugerechnet werden, da nur eine geringe DNA-Homologie zu den anderen Vertretern in der 
Gattung besteht (HEESEMANN, 1994). Die Spezies < HQWHURFROLWLFD zeigt 
Sequenzunterschiede im 16S-rRNA-Gen zwischen amerikanischen und europäischen 
Stämmen, die aber etwa 3 % betragen und somit die Speziesgrenze nicht überschreiten 
(IBRAHIM et al., 1993; NEUBAUER et al., 1999). NEUBAUER et al. (2000a) schlagen aber 
aufgrund der Unterschiede im 16S-rRNA-Gen und dem Auftreten von 
Hybridisierungsgruppen  die Teilung der Spezies < HQWHURFROLWFD in die Subspezies <
HQWHURFROLWLFD subsp. HQWHURFROLWLFD (amerikanische Isolate) sowie < HQWHURFROLWLFD subsp.
SDOHDUWLFD (europäische Isolate) vor. Neuere Hybridisierungs- und Sequenzierungsergebnisse 
zeigen, dass in Zukunft die Etablierung weiterer Spezies und Subspezies erwartet werden 
kann (FENWICK et al., 1996; IBRAHIM et al., 1997a; NEUBAUER et al., 2000b).  
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Bei den drei pathogenen <HUVLQLD-Spezies handelt es sich um invasive Bakterien, die eine 
besondere Affinität zu Lymphgewebe besitzen (CORNELIS et al., 1998). Sie unterscheiden 
sich dabei in der Art der Invasion. Während <HQWHURFROLWLFD und <SVHXGRWXEHUFXORVLVdie 
Mukosa des Gastrointestinaltraktes überwinden und dann im lymphatischen Gewebe des 
Darmes und der Submukosa persistieren können (HEESEMANN und KARCH, 1995), wird 
<SHVWLVhingegen normalerweisedurch ein Insekt in den Wirtsorganismus injiziert und muss 
somit die Darmbarriere des Wirtsorganismus nicht invadieren (CORNELIS et al., 1998). 
 
Stämme, welche zur Spezies <HQWHURFROLWLFD gehören, sind Urease-positiv und können von 
anderen <HUVLQLD-Spezies durch die positive Fermentation von Sucrose, sowie die negativen 
Ergebnisse der Rhamnose- und Melibiose-Fermentation abgegrenzt werden (BERCOVIER et 
al., 1980). Die höchste biochemische Aktivität besitzt < HQWHURFROLWLFD bei 25 °C. Zum 
Beispiel erhält man einen positiven Voges-Proskauer-Test nur bei 25 °C, aber nicht bei 
höheren Inkubationstemperaturen (BERCOVIER und MOLLARET, 1984). Die meisten <
HQWHURFROLWLFD-Isolate besitzen ihre höchste Beweglichkeit ebenfalls bei 25 °C und sind 
dagegen bei 37 °C unbeweglich. NILÉHN (1969) konnte hingegen zeigen, dass Stämme des 
Biotyps 4 bei jeder Temperatur eine stark eingeschränkte Beweglichkeit besitzen. <
HQWHURFROLWLFD-Isolate sind hinsichtlich ihrer biochemischen und antigenen Eigenschaften 
somit eine relativ heterogene Gruppe.  
 
Um eine Einteilung hinsichtlich Pathogenität und Epidemiologie der <HQWHURFROLWLFD-Isolate 
zu erhalten, wurde eine Zuordnung zu Biovaren geschaffen. WAUTERS et al. (1987) nahmen 
die Einteilung in Biovare aufgrund der unterschiedlichen Verwertung folgender Substrate vor: 
Tween-Esterase-Aktivität, Indol-Produktion, Säurebildung aus Salicin, Trehalose und Xylose, 
Nitratreduktion, β-Galaktosidase-Aktivität, Voges-Proskauer-Test, Prolin-Peptidase-Aktivität, 
Aesculin-Hydrolyse sowie die Pyrazinamidase-Aktivität.  
Somit war eine Einteilung in 6 Biovare möglich: 1A, 1B, sowie Biovar 2 bis 5. Biovar 1A 
fasst den überwiegenden Teil der eher apathogenen Isolate zusammen. Die Biovare 2, 3, 4 
und 5 enthalten die pathogenen europäischen, die Biovar 1B die pathogenen in Amerika 
isolierten Stämme.  
 
Zusätzlich zur Einteilung in Biovare wird in der Routinediagnostik eine Einteilung in 
Serovare vorgenommen. Die Serotypisierung basiert überwiegend auf O-Antigenen (LPS), 
seltener auf den H-(Flagellen) oder F-(Fimbrien) Antigenen. WINBLAD (1967) beschrieb 
zuerst eine Einteilung mit lediglich acht O-Antigenen. Die von WAUTERS et al. (1991) 
modifizierte Serotypisierung basiert dann aber letztendlich auf 76 antigenen Strukturen. Von 
ALÉKSIC und BOCKEMÜHL (1984) wurde dann ein verbessertes Serotypisierungsschema 
vorgeschlagen, welches auf nur 20 Antigenen von <HQWHURFROLWLFD basiert.  
 
In der Diagnostik des weltweit am häufigsten beim Menschen isolierten Serovars <
HQWHURFROLWLFD Serotyp O:3 ist eine biochemische Charakterisierung zusätzlich zur 
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Serotypisierung unumgänglich, um eine sichere Aussage über die klinische Relevanz eines 
Isolates (insbesondere bei klinischem Material und Umweltproben), treffen zu können, da 
diese Proben häufig die anderen verwandten <HUVLQLD-Spezies oder Stämme des Biotyps 1A 
enthalten (WAUTERS et al., 1991; HOORFAR und HOLMVIG, 1999).      
 
 
 
3DWKRJHQLWlWVIDNWRUHQ
 
&KURPRVRPDONRGLHUWH3DWKRJHQLWlWVIDNWRUHQ
 
Neben den plasmid-kodierten Pathogenitätsfaktoren sind für die pathogenen Eigenschaften 
von < HQWHURFROLWLFD auch chromosomale Pathogenitätsfaktoren erforderlich (BOTTONE, 
1997; GRANT et al., 1998). <HQWHURFROLWLFD benötigt für die Anheftung und die Invasion in 
das Darmepithel zwei chromosomale Gene. Dabei handelt es sich zum einen um das DLO 
(attachement invasion locus)-Gen und sowie um das LQY (invasion)–Gen (MILLER und 
FALKOW, 1988). Das sogennante LQY-Gen kodiert für ein 92 kDa Außenmembranprotein, 
das im Anfangsstadium der Infektion eine wichtige Rolle bei der Einwanderung von <
HQWHURFROLWLFD in die Epithelial-Zellen des Ileums spielt (PEPE et al., 1995). In einem Maus-
Modell konnte von PEPE und MILLER (1993) gezeigt werden, dass <HQWHURFROLWLFD-Isolate 
ohne LQY-Gen nicht in der Lage waren, die Peyerschen Platten zu kolonisieren. PIERSON und 
FALKOW (1990) berichteten, dass das LQY-Gen zwar bei allen <HUVLQLD-Spezies vorkommt, 
jedoch bei den nicht pathogenen Yersinien das Protein nicht exprimiert wird. PEPE et al. 
(1994) zeigten, dass das inv-Protein in maximaler Menge bei 26 °C synthetisiert wird. 
Dagegen ist die Expression bei 37 °C und neutralem pH-Wert stark eingeschränkt. Senkt man 
hingegen den pH-Wert auf 6 (das entspricht etwa dem Milieu des Dünndarms), wird das LQY-
Gen wieder maximal exprimiert. Des weiteren ist die Expression auch von der 
Wachstumsphase abhängig, wobei festgestellt werden konnte, dass die maximale Expression 
gemeinhin in der späten stationären Phase erfolgt (PEPE et al., 1994). 
    
Das DLO-Gen kodiert für ein 17 kDa Oberflächenprotein. Das ail-Protein ermöglicht die 
Serumresistenz von < HQWHURFROLWLFD (PIERSON und FALKOW, 1993) sowie In-vitro die 
Anheftung an und Invasion in Zellen. Die Expression des DLOGens von < HQWHURFROLWLFD 
erfolgt nur in der stationären Wachstumsphase und bei 37 °C (PEDERSON et al., 1997). 
Bisher konnte das DLO-Gen nur bei solchen <HQWHURFROLWLFD–Isolaten nachgewiesen werden, 
die aus einer klinischen Erkrankung isoliert worden sind (MILLER et al., 1989). 
 
Neben den für die Anheftung und Invasion benötigten Genen ist das <VW-Gen, das für ein 
Enterotoxin von <HQWHURFROLWLFD kodiert, ebenfalls chromosomal gebunden (DELOR et al., 
1990). Dieses hitzestabile Toxin wird vom überwiegenden Teil aller klinischen Isolate 
exprimiert (PAI and MORS, 1978). Die Rolle des Yst-Enterotoxins innerhalb der 
Literaturübersicht 
19 
Pathogenese von < HQWHURFROLWLFD ist dagegen noch unklar. Von KWAGA und IVERSEN 
(1992) konnte im Maus–Modell gezeigt werden, dass auch apathogene Yersinien Yst 
exprimieren können. Außerdem wurde es in Stämmen vom Biotyp 1A, bei < NULVWHQVHQLL 
sowie bei <LQWHUPHGLD gefunden (DELOR et al., 1990; KWAGA und IVERSEN, 1992). In-
vitro wird Yst allerdings nicht bei Inkubationstemperaturen über 30 °C exprimiert, was gegen 
seine Beteiligung am Durchfallgeschehen spricht. Jedoch konnte durch Senkung des pH-
Wertes des umgebenden Milieus eine Expression bei 37 °C erzielt werden (CORNELIS, 
1994).   
   
Lipopolysaccharide (LPS) sind die Hauptkomponenten der Außenmembran von 
gramnegativen Bakterien. Bei den Yersinien sind die Gene, die die Synthese des LPS 
regulieren, auf dem Chromosom lokalisiert. LPS setzt sich aus dem Lipid A, einem 
Oligosaccharid-Kern und Polysacharidseitenketten (O-Seitenkette) zusammen. Der 
Oligosaccharid-Kern des < HQWHURFROLWLFD-LPS besteht aus einem inneren Kern, einem 
Heptasaccharid und einem äußeren Kern, der als Hexasaccharid vorliegt (RADZIEJEWSKA-
LEBRECHT et al., 1994).  Das LPS von <HQWHURFROLWLFD hat eine einzigartige Form, indem 
der äußere Oligosaccharid-Kern einen Seitenarm ausbildet (SKURNIK et al., 1999).  
SKURNIK et al. (1999) konnten in ihren Untersuchungen im Maus–Modell feststellen, dass 
der äußere Kern wichtig für die jeweilige Virulenz eines < HQWHURFROLWLFD-Isolates ist und 
einen Schutz vor Abwehrmechanismen des Wirtes darstellt. Dies gilt insbesondere für solche 
Mechanismen, an denen bakterizide Peptide beteiligt sind.  
Wie bei vielen gramnegativen pathogenen Bakterien sind die O-Antigene für die volle 
Virulenz von < HQWHURFROLWLFD erforderlich (AL-HENDY et al., 1992). SKURNIK et al. 
(1996) zeigten, dass die Abwesenheit von O-Antigenen eine Virulenzminderung zur Folge 
hatte. Die oben aufgeführte Serotypisierung von <HQWHURFROLWLFD (WAUTERS et al., 1991) 
basiert dagegen auf der Variabilität der O-Antigene. Der Lipid A-Anteil des LPS von <
HQWHURFROLWLFD spielt, wie auch bei anderen gramnegativen Bakterien, eine zentrale Rolle bei 
der Entstehung der bakteriellen Sepsis und bei der Induktion febriler Prozesse. 
 
Ein weiterer wichtiger chromosomal gebundener Pathogenitätsfaktor bei allen klinischen 
Isolaten von < HQWHURFROLWLFD ist der Urease-Gen-Komplex (DE KONING-WARD et al., 
1994), der für das Enzym Urease kodiert. Die Urease hydrolysiert Harnsäure zu Kohlensäure 
und Ammoniak, was zu einer Erhöhung des lokalen pH-Wertes führt. Somit ist die Urease an 
der Virulenz von < HQWHURFROLWLFD entscheidend beteiligt, da sie eine Toleranz gegenüber 
saurem Milieu ermöglicht und auch das Überleben von < HQWHURFROLWLFD anlässlich der 
Magenpassage fördert (DE KONING-WARD und ROBINS-BROWNE, 1995; 
GRIPENBERG-LERCHE et al., 2000). 


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3ODVPLGNRGLHUWH3DWKRJHQLWlWVIDNWRUHQ

Die wesentlichen Pathogenitätsdeterminanten von humanpathogenen Yersinien sind 
extrachromosomal auf Virulenzplasmiden lokalisiert (HEESEMANN, 1994). Alle <
HQWHURFROLWLFD-Stämme mit voller Virulenz besitzen ein einziges Plasmid von 70 kb Größe 
(VESIKARI et al., 1981; HEESEMANN et. al., 1983; SKURNIK et al., 1983). Dieses 
Virulenzplasmid wird mit pYV (plasmid for <HUVLQLD virulence) abgekürzt. Es ist zwingend 
für die Pathogenität eines < HQWHURFROLWLFD-Isolates erforderlich (PORTNOY und 
MARTINEZ, 1985). Im Gegensatz dazu beherbergt <SHVWLV drei Plasmide von 10 kb, 70 kb 
sowie 100 kb Größe. Der Verwandtschaftsgrad des 70 kb-Plasmids der verschiedenen 
<HUVLQLD-Arten beträgt 50-90 % DNA-Sequenzhomologie (HEESEMANN, 1994). Das 
Vorhandensein eines Virulenzplasmids ermöglicht den pathogenen <HQWHURFROLWLFD-Isolaten 
das Überleben und die Replikation in Lymphgewebe.  
Das 70 kb-Virulenzplasmid kodiert für zahlreiche Proteine, die im Zytosol, der äußeren 
Membran, oder als sezernierte Exoproteine vorkommen können. Bei den auf dem 
Virulenzplasmid lokalisierten Proteinen handelt es sich um das \DGA (<HUVLQLD adhesin A), 
um eine Gruppe von sezernierten Proteinen, den sogenannten Yops (<HUVLQLD outer membran 
protein) und um den Sekretionsapparat dieser Proteine, der als Ysc (Yop secretion) bezeichnet 
wird. 
Das auf dem Virulenzplasmid lokalisierte <HUVLQLD-Adhäsin-YadA ist ein 
Außenmembranprotein, das eine Oberflächenfibrille formt und wie auch die YoP- und Ysc-
Proteine (BOLIN et al., 1982; KAPPARUD et al., 1985) nur bei 37 °C exprimiert wird 
(SKURNIK und WOLF-WATZ, 1989). Nach HEESEMANN und HENSEL (2000) ist das 
<HUVLQLD-Adhäsin YadA ein „ lollipopförmiges“  fibrilläres Protein, das an extrazelluläre 
Matrixproteine (ECM) wie Kollagen, Laminin und Fibronektin bindet. Unter dem 
Elektronenmikroskop erscheint es wie eine fibrilläre extrazelluläre Matrix um das Bakterium 
herum (KAPPERUD et al., 1987). Im Gegensatz zu den YoPs ist aber die Expression vom 
Kalziumgehalt des Mediums unabhängig (MICHIELS et al., 1991; SKURNIK und 
TOIVANEN, 1992).  
YadA besitzt funktionell eine schützende Funktion für <HQWHURFROLWLFD. Eine der wichtigsten 
und gleichzeitig sehr kontrovers diskutierten Funktionen ist der Schutz der Bakterienzelle vor 
Zerstörung durch Phagozytose (CHINA et al., 1994; VISSER et al., 1996). Die zugrunde 
liegenden Mechanismen sind zur Zeit noch unklar, jedoch wird vermutet, dass YadA an der 
Bindung des Bakteriums an die eukaryotische Zelle beteiligt ist. Hierdurch werden die Yops 
in die Zelle eingeschleust und verhindern dann ihrerseits die Phagozytose (RUCKDESCHEL 
et al., 1996). 
 
Die \RS (Yersinia outer Protein)-Gene des Virulenzplasmids von < HQWHURFROLWLFD kodieren 
für 14 verschiedene Yops (CHENG und SCHNEEWIND, 1999). Von PORTNOY et al. 
(1981) wurden die Yops erstmals in der Außenmembran-Fraktion des Bakterienextraktes 
beschrieben und aus diesem Grund auch als <HUVLQLD-Außenmembranproteine bezeichnet.  
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Heute nennt man sie Sekretionsproteine, da man sie im Überstand von Kalzium-defizientem 
Kulturmedium wiederfindet (MICHIELIS et al., 1990). Die Expression der Yops erfolgt bei 
37 °C und wird durch niedrige Kalziumkonzentrationen (< 0,5 mM) verstärkt (BOLIN et al., 
1982; HEESEMANN et al., 1986; MICHIELS, et al., 1990; CORNELIS et al., 1998). 
Verschiedene Untersuchungen zur Lokalisation der Yops während der Infektion wurden 
anhand von HeLa-Zellen (Henrietta Lacks-Zellen) und kultivierten Makrophagen 
durchgeführt (ROSQVIST et al., 1994; SORY und CORNELIS, 1994; LEE et al., 1998). 
Das YopE, YopH, YopM, YopN, YopO, YopP und YopT werden in das Zytosol der 
eukaryotischen Zelle injiziert (ROSQVIST et al., 1994; BOLAND et al., 1996; IRIARTE und 
CORNELIS, 1998). YopB, YopD und YopR findet man dagegen im extrazellulären Milieu 
(LEE und SCHNEEWIND, 1999). Zunächst liegen die Yops im Zytoplasma vor, zum Teil 
stabilisiert durch Yop-spezifische Chaperone (HEESEMANN und HENSEL, 2000). Die 
Einschleusung in die eukaryotische Zelle erfolgt durch ein Proteinsekretionssystem vom Typ 
III, dessen \VF (Yop secretion)-Gene ebenfalls auf dem Virulenzplasmid lokalisiert sind. Am 
Aufbau des Typ III-Proteinsekretionssystems von <HQWHURFROLWLFD sind 20 Proteine beteiligt 
(ÖLSCHLÄGER und HACKER, 2000). Das Typ III-Proteinsekretionssystem wird bei 37 °C 
so weit präformiert, dass es bei einem Kontakt von <HQWHURFROLWLFD mit der eukaryotischen 
Zelle die Yops als Effektorproteine in das Zytoplasma der Zielzelle injiziert. Yops inhibieren 
in unterschiedlicher Weise die Signalinduktionskaskade, welche die Abwehrzellen 
normalerweise nach bakteriellem Kontakt aktivieren würden und schützen die Yersinien 
somit vor Phagozytose durch Makrophagen. YopH hemmt die Tyrosindephosphorilierung der 
Komponenten des fokalen Adhäsionskomplexes und somit die Phagozytose und den 
„ oxidative burst“  der polymorphkernigen Granulozyten und Makrophagen (HEESEMANN 
und HENSEL, 2000). YopE und YopT verstärken den Effekt von YopH, indem sie das 
Zytoskelett schädigen (CORNELIS und WOLF-WATZ, 1997).  
 
 
 
(SLGHPLRORJLH
 
Die Yersiniose stellt als Zoonose eine Gefahr für die Gesundheit von Mensch und Tier dar 
(NEUBAUER et al., 2001a,b). Trotzdem gibt es in Deutschland nur wenige Angaben zur 
Prävalenz von < HQWHURFROLWLFD bei Menschen und bei Tieren. MEHNERT et al. (2001a) 
berichteten auf der Basis von Meldungen nach der Zoonosen-Richtlinie (RL-92/117/EWG) 
über 4778 humane Erkrankungen mit < HQWHURFROLWLFD im Jahre 2000. Die Übertragung 
erfolgt vorwiegend über Lebensmittel. Als Träger sind dabei insbesondere Rind, Schwein und 
das Wildschwein zu nennen. Das beim Menschen in erster Linie Infektionen verursachende 
Bioserovar 4/O:3 (ALEKSIC und BOCKEMÜHL, 1996) wurde im Jahre 1999 insgesamt 
vergleichsweise selten gemeldet. Für das Schwein wurde O:3 nur in 9 Fällen (0,12 %) 
angegeben (HARTUNG, 2000).  
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Zur Zeit muss davon ausgegangen werden, dass der Grad der nicht gemeldeten 
Erkrankungsfälle noch wesentlich höher liegt als bei der Salmonellose. Hier spiegelt sich 
insbesondere die aufwendige und komplizierte Isolierung von <HQWHURFROLWLFD aus klinischen 
Fällen wieder, auch werden nach Feststellung typischer Krankheitssymptome bei Kindern 
aufgrund schneller Antibiotikagabe und hoher Kosten der bakteriologischen Diagnostik 
Anzuchtversuche gar nicht erst unternommen.  
 
 
 
(SLGHPLRORJLHGHUKXPDQHQ<HQWHURFROLWLFD,QIHNWLRQ

<HQWHURFROLWLFD konnte beim Menschen auf allen Kontinenten isoliert werden (BOTTONE, 
1999). Dabei wurde bei Menschen mit Durchfallerkrankungen am häufigsten der <
HQWHURFROLWLFD Bioserotyp 4/O:3 gemeldet. (BISSET et al., 1990; GONZALEZ HEVIA et al., 
1990; BUCCI et al., 1991; KONTIAINEN et al., 1994; PETERSON et al., 1996; STOLK-
ENGELAAR und HOOGKAMP-KOSTANJE, 1996). Gehäuft konnte der Krankheitserreger 
insbesondere bei Kindern mit Durchfallerkrankungen isoliert werden (STOLK-ENGELAAR 
and HOOGKAMP-KOSTANJE, 1996). Allerdings fanden MORRIS et al. (1991) auch bei 
asymptomatisch infizierten Kindern eine relativ hohe Prävalenz von <HQWHURFROLWLFD 4/O:3. 
In der DDR wurden zwischen 1979 und 1986 etwa 68 % aller <HQWHURFROLWLFD–Isolate bei 
Kindern unter 6 Jahren nachgewiesen (KIESEWALTER, 1992). In den kommenden 10 
Jahren stammten dann etwa 50 % der Isolate von Jugendlichen unter 16 Jahren (ALEKSIC 
und BOCKEMÜHL, 1996). PRENTICE et al. (1991) berichteten dagegen aus Großbritannien, 
dass dort bis 1988 die meisten Isolate von erwachsenen Männern stammten. In mehreren 
Arbeiten aus verschiedenen europäischen Ländern konnte gezeigt werden, dass Erkrankungen 
mit <HQWHURFROLWLFD gehäuft in den Herbst- (PRENTICE et al., 1991; VERHAEGEN et al., 
1998) bzw. Wintermonaten auftreten (KIESEWALTER, 1992; ALEKSIC und 
BOCKEMÜHL, 1996). Noch ungeklärt ist, ob das saisonale Auftreten der humanen 
Yersiniose möglicherweise auf die erhöhte Ausscheidung resistenzgeminderter, persistent mit 
< HQWHURFROLWLFD infizierter Schlachtschweine zurückzuführen ist (BOCKEMÜHL et al., 
1979; WEBER und KNAPP, 1981a,b).   
 
Bei serologischen Untersuchungen an Blutspendern wurde deutlich, dass 40 % im 
Immunoblot IgG-positiv und bis zu 9 % IgA-positiv gegen <HQWHURFROLWLFD getestet werden 
konnten (HEESEMANN und KARCH, 1995). In einer neueren Untersuchung von 
Blutspendern auf <HUVLQLD-Antikörper mittels ELISA und Immunoblotting in Deutschland 
konnte eine Seroprävalenz von 33 % mittels ELISA und 43 % mittels Immunoblotting 
festgestellt werden. Aus der gleichen Studie geht hervor, dass dagegen in Finnland die 
Seroprävalenz deutlich niedriger lag (19 % mittels ELISA und 43 % mittels Immunoblotting) 
(MAKI-IKOLA et al., 1997).  
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Besonders intensive epidemiologische Untersuchungen zur Bedeutung von Schweinefleisch 
für die Übertragung von <HQWHURFROLWLFD vom Schwein auf den Menschen wurden in Belgien 
von VERHAEGEN et al. (1998) in den Jahren 1967–1996 durchgeführt. Es konnte gezeigt 
werden, dass eine enge Beziehung zwischen den Essgewohnheiten der Menschen 
(Hackfleisch und Rohwürste) und dem Auftreten von <HQWHURFROLWLFD-Erkrankungen besteht. 
TAUXE et al. (1987) ermittelten, dass 58 % der an < HQWHURFROLWLFD erkrankten und 
untersuchten Personen innerhalb der zwei Wochen vor der Erkrankung rohes Schweinefleisch 
zu sich genommen hatten.  
Dahingegen konnte 1999 in Deutschland nur in Einzelfällen < HQWHURFROLWLFD aus 
Lebensmitteln isoliert werden. Dabei stellen die Milchprodukte mit 10 Isolaten den größten 
Anteil dar. Selten gelang dagegen ein Nachweis aus Fleisch- und Fleischerzeugnissen 
(HARTUNG, 2000). Diese geringen Nachweisraten in Lebensmitteln tierischer Herkunft 
stehen im Gegensatz zum Vorkommen von <HQWHURFROLWLFD bei Nutztieren. Eine Erklärung 
dafür könnte eine Verbesserung der Schlachthygiene in den letzten Jahren sein, die eine 
Verbreitung von < HQWHURFROLWFDwährend der Schlachtung weitgehend verhindert hat. Die 
Technik des Schlachtprozesses spielt bei der Kontamination von Fleischprodukten durch <
HQWHURFROLWLFD eine entscheidende Rolle (HARTUNG und GERIGK, 1991).    
 
 
 
(SLGHPLRORJLHGHU<HQWHURFROLWLFD,QIHNWLRQGHV6FKZHLQV

In den vergangenen Jahrzehnten wurde eine Vielzahl von Studien zur Erfassung des 
Vorkommens von <HQWHURFROLWLFD im Schlachtschwein durchgeführt. Eine der ersten Studien 
war die von TOMA und DEIDRICK (1975) in Kanada. In dieser Untersuchung konnte 
gezeigt werden, dass <HQWHURFROLWLFD-Isolate, die aus dem Caecum von Schlachtschweinen 
isoliert werden konnten, dem gleichen Bioserotyp 4/O:3 angehören, wie diejenigen Serovare, 
die beim Menschen das Krankheitsbild der Yersiniose hervorrufen.    
WEBER und KNAPP (1981a,b) untersuchten, ob beim Schwein die Ausscheidung von <
HQWHURFROLWLFD und < SVHXGRWXEHUFXORVLV über die Faeces jahreszeitlich gleich stark erfolgt. 
Dadurch sollte ein eventueller Zusammenhang zwischen dem gehäuften Auftreten von 
Erkrankungen beim Menschen im Spätherbst und im Winter überprüft werden. Zu diesem 
Zweck wurden Untersuchungen über einen Zeitraum von 14 Monaten durchgeführt. Dabei 
gelang der Nachweis von < HQWHURFROLWLFD insbesondere in den Monaten September–April 
besonders häufig. Die höchsten Nachweisraten fanden sich im Januar (13,7 %) und im 
Oktober (5,3 %). Die Autoren vermuteten daraufhin einen Zusammenhang zwischen der 
gehäuften Ausscheidung beim Schwein in den Wintermonaten und dem gehäuften Auftreten 
der Yersiniose beim Menschen.  
In den USA konnte durch die Entnahme von Pharyngealtupfern eine Prävalenz von <
HQWHURFROLWLFD bei Schlachtschweinen von 23,9 % festgestellt werden. Die Pathogenität dieser 
Stämme wurde durch die Bestimmung des DLO-Gens ermittelt. Daraus ergab sich eine 
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Prävalenz von 13,2 % pathogener Stämme. Von diesen Isolaten waren 3,7 % dem Bioserotyp 
4/O:3 zugehörig. Somit konnte gefolgert werden, dass das Schwein ein potentielles Reservoir 
für humane Infektionen mit <HQWHURFROLWLFD darstellt (FUNK et al., 1998).  
In der Region München wurden Untersuchungen zum Vorkommen von < HQWHURFROLWLFD 
Bioserotyp 4/O:3 durchgeführt. Es konnte eine Prävalenz von 65 % in Tonsillen und 18 % in 
Faecesproben festgestellt werden. Diese Studie bestätigt die Vermutung, dass die 
Hauptkontaminationsquelle für < HQWHURFROLWLFD am Schlachthof die Tonsillen infizierter 
Tiere sind (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2000a). NIKOLAOU et al. (2001) berichteten 
über eine Untersuchung zum Nachweis von <HUVLQLDAntikörpern im Fleischsaft von 
Schlachtschweinen mittels Immunoblotting. Es konnten dabei bei 42,5 % der 1014 
untersuchten Fleischsaftproben spezifische Antikörper gegen <HUVLQLD festgestellt werden. 
Allerdings konnte bei dieser Untersuchung nicht zwischen Antikörpern gegen <
HQWHURFROLWLFD und <SVHXGRWXEHUFXORVLV differenziert werden.  
 
Von WAUTERS (1979) wurde postuliert, dass <HQWHURFROLWLFD ein Bestandteil der normalen 
Mundhöhlenbakterienflora bei Schlachtschweinen sei. ANDERSEN et al. (1991) vermuteten 
sogar, dass das Schwein das einzige Reservoir für humanpathogene <HQWHURFROLWLFDIsolate 
darstellt.  
 
Die genaue Infektionsquelle für die Schlachtschweine ist noch nicht bekannt. Da <
HQWHURFROLWLFD selten bis gar nicht bei Absatzferkeln isoliert werden konnte und eine 
Isolierung des Erregers meist erst im Maststall möglich ist, wird zur Zeit davon ausgegangen, 
dass infizierte Faeces im Maststall und schlecht gereinigte Mastställe die wichtigsten 
Infektionsquellen darstellen (FUKUSHIMA et al., 1983). Insbesondere die intensive Haltung 
von Schweinen hat zur Verbreitung von <HQWHURFROLWLFD in den Betrieben geführt. Es konnte 
festgestellt werden, dass große Mastbetriebe, die ihre Mastläufer aus unterschiedlichen 
Betrieben beziehen, gleichzeitig auch die höchste < HQWHURFROLWLFD-Prävalenz haben 
(CHRISTENSEN, 1987; SKJERVE et al., 1998). 
 
Problematisch ist die Bekämpfung von <HQWHURFROLWLFD in Schweinebeständen insbesondere 
durch die häufig auftretenden persistent infizierten Carrier-Tiere und das gleichzeitig in 
Schweinemastbeständen weit verbreitete Vorkommen von <HQWHURFROLWLFD (SKJERVE et al., 
1998).  
 
FUKUSHIMA et al. (1990) zeigten, dass < HQWHURFROLWLFD auch am Schlachthof horizontal 
von Schwein zu Schwein übertragen wird. Die Infektion der Tiere kurz vor der Schlachtung 
kann über die Faeces infizierter Ausscheider, in kontaminierten Transportfahrzeugen oder im 
Wartestall erfolgen.  
 
In den meisten Fällen wird die Yersiniose des Schweines durch die Fleischuntersuchung nicht 
erfasst, da die Tiere in der Schlachttieruntersuchung keine klinischen Symptome zeigen und 
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auch keine pathologischen Veränderungen im Laufe des Schlachtprozesses makroskopisch 
sichtbar werden. Die Verbreitung von < HQWHURFROLWLFD über den Schlachtprozess kann 
generell mittels eines HACCP (Hazard Analysing Critical Control Point)-Konzeptes gesenkt 
werden. Trotzdem kann allein über Managementmaßnahmen eine Kontamination des 
Schlachtkörpers nicht ausgeschlossen werden. Auch die Festlegung der Kontrollpunkte für 
die Probennahme ist im Einzelfall schwierig (BORCH et al., 1996). Die größte 
Kontaminationsgefahr am Schlachthof geht von der Schweine-Faeces und den Tonsillen der 
Tiere aus (DE BOER und NOUWS, 1991; BORCH et al., 1996; NESBAKKEN und 
SKJERVE, 1996). 
 
Viele Untersuchungen wurden auch zum Vorkommen von < HQWHURFROLWLFD am 
Schlachtkörper des Schweines durchgeführt (HARMON et al., 1984; ANDERSEN, 1988; 
FUKUSHIMA et al., 1989). NESBAKKEN (1988) konnte in seinen Untersuchungen an den 
Schnittflächen von Schlachtschweinen zeigen, dass die höchste Kontaminationsrate mit <
HQWHURFROLWLFD an der kranialen Schnittfläche des Schlachtkörpers, also im Bereich der 
Tonsillen zu finden war. Wesentlich geringer war die Kontaminationsrate um die Anal-
Region des Schlachtkörpers herum.  
 
Andere Studien konnten eine Beziehung zwischen manuellem und maschinellem Auslösen 
des Rektums und der Besiedlung des Schlachtkörpers mit < HQWHURFROLWLFD feststellen. Das 
manuelle Auslösen des Rektums hatte die höchste Kontaminationsrate des Schlachtkörpers 
mit < HQWHURFROLWLFD zur Folge (ANDERSEN, 1988). Wird das Rektum nach dem 
Herauslösen in einen Plastiksack eingeschlagen, kann die Kontamination des Schlachtkörpers 
mit <HQWHURFROLWLFD erheblich gesenkt werden (NESBAKKEN et al., 1994).   
 
 
 
'LDJQRVWLNYRQ<HQWHURFROLWLFD

.XOWXUHOOHU1DFKZHLV
 
Über das beste kulturelle Verfahren für pathogene <HQWHURFROLWLFD wird bis heute kontrovers 
diskutiert. Eine große Anzahl an Methoden steht zur Verfügung. Diese werden hinsichtlich 
ihrer Effizienz von einzelnen Autoren unterschiedlich beurteilt (NEUBAUER et al., 2001c; 
DE BOER, 1992; BUCCI et al., 1991). International wurde 1994 im Internationalen Standard 
ISO 10273 “ General guidance for the detection of presumptive < HQWHURFROLWLFD“  
(ANONYMUS, 1994b) eine standardisierte Methode zum Nachweis von pathogenen <
HQWHURFRlitica geschaffen. Die in diesem Standard beschriebenen Methoden sind relativ 
kompliziert in der Durchführung, erfordern einen enormen Zeitaufwand und sind 
kostenintensiv (SAUER, 1996). Gleichwohl stellt der ISO-Standard eine gute Grundlage für 
die Isolierung pathogener <HQWHURFROLWLFDdar. 
Literaturübersicht 
26 
Man unterscheidet bei der Anreicherung von < HQWHURFROLWLFD zwischen der sogenannten 
Kälteanreicherung und der Selektivanreicherung.  
Die Kälteanreicherung, die grundsätzlich als eine Form der Selektivanreicherung anzusehen 
ist, basiert auf den psychrotrophen Eigenschaften von <HQWHURFROLWLFD. Durchgesetzt hat sich 
die Kälteanreicherung von klinischen Materialien, Lebensmittel- und Umweltproben in PBS  
(KONTIAINEN et al., 1994; FUNK et al., 1998; LETELLIER et al.; 1999). Eine 
Kälteanreicherung in PBS bei 4 °C sollte allerdings nicht bei der <HQWHURFROLWLFD-Diagnostik 
aus Stuhlproben angewendet werden, da durch diese Anreicherungsform vermehrt apathogene 
<HUVLQLD-Spezies angereichert werden (VAN NOYEN et al., 1980). Um die Sensitivität der 
Kälteanreicherung zu erhöhen, wurden zum PBS 1 % (v/v) Sorbitol und 0,15 % (v/v) 
Gallensalze zugesetzt. Dieses als PSSB bezeichnete Anreicherungsmedium wird heute 
überwiegend zur Isolierung von < HQWHURFROLWLFD aus Lebensmittelproben angewendet (DE 
BOER, 1992). Ein besonderer Nachteil der Kälteanreicherung ist die lange Inkubationszeit, 
die eine Woche nicht unterschreiten sollte und im Idealfall über 21 Tage durchgeführt wird. 
DOYLE und HUGDAHL (1983) konnten sogar zeigen, dass eine Inkubation in PBS für 1 bis 
3 Tage bei 25 °C effizienter ist als Kälteanreicherung bei 4 °C über einige Wochen. Um 
gegebenenfalls die psychrotrophe Begleitflora zu reduzieren und damit einzelne <HUVLQLD-
Kolonien besser identifizieren zu können, kann das Anreicherungsmedium auch mit KOH 
behandelt werden, bevor es auf festem Agarmedium ausgestrichen wird (SCHIEMANN, 
1983a). Die Alkalitoleranz von <HQWHURFROLWLFD als diagnostisches Kriterium konnte erstmals 
von AULISIO et al. (1980) festgestellt werden.  
Für die selektive Anreicherung von < HQWHURFROWLFD sind ebenfalls diverse Medien 
beschrieben. WAUTERS (1973) beschreibt eine modifizierte Rappaport-Bouillon mit 
Magnesiumchlorid, Malchid-Grün und Carbenicillin, in der die Probe für 2 bis 4 Tage bei 25 
°C inkubiert wird. Eine weitere Bouillon zur selektiven Anreicherung pathogener <
HQWHURFROLWLFD entwickelten WAUTERS et al. (1988) und bezeichneten sie nach ihrer 
Zusammensetzung als Irgasan-Tircacillin-Kaliumchlorad (ITC)-Bouillon. Die ITC-Bouillon 
wird 48 Stunden bei 22-25 °C bebrütet. Beide Medien eignen sich gut, um <HQWHURFROLWLFD 
Bioserotyp 4/0:3 aus stark kontaminiertem Material zu isolieren. Die ISO 10273 
(ANONYMUS, 1994b) fordert das ITC-Medium zur selektiven Voranreicherung. 
 
Nach den einzelnen Voranreicherungsschritten wird auf unterschiedlichen selektiven festen 
Nährböden ausgestrichen. <HQWHURFROLWLFD wächst auf den meisten Nährmedien, welche auch 
für andere (QWHUREDFWHULDFHDHeingesetzt werden. Auf Nährböden wie MacConkey (MAC)- 
und Salmonella–Shigella–Agarmedium mit Desoxycholat-Zusatz (SSDC-Agarmedium) 
wächst < HQWHURFROLWLFD gut, aber sehr langsam und wird daher schnell durch die potentiell 
vorhandene Begleitfora überwuchert (NILÈHN, 1969). Da <HQWHURFROLWLFD Laktose nur sehr 
langsam fermentiert, wachsen die Kolonien auf Nährmedien, die auf Laktose als 
Indikatorsubstrat basieren (z. B. McConkey), farblos. Eigens für die Isolierung von <
HQWHURFROLWLFD wurde von SCHIEMANN (1979) ein spezieller Nährboden entwickelt. Das 
sogenannte Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin(CIN)-Agarmedium hemmt durch das 
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Antibiotikum Cefsulodin 3VHXGRPRQDV(3)DHUXJLQRVD und durch das Antibiotikum Irgasan 
gramnegative Keime (wie z. B. ( FROL, .OHEVLHOOD SQHXPRQLDH, 3URWHXV PLUDELOLV). In 
Vergleichsuntersuchungen mit anderen festen Nährböden konnte gezeigt werden, dass der 
CIN-Agar der am stärksten selektive Nährboden für <HUVLQLDSpezies ist (HEAD et al., 1982; 
SCHIEMANN, 1983b; COX und BAILEY, 1990). Yersinien wachsen nach 24 bis 48 Stunden 
aerober Inkubation bei 28 °C auf CIN-Agarmedium als etwa 1 mm große glatte Kolonien mit 
rosa Kranz und dunkelrotem Kern, in einer sogenannten „ Kuhaugenform“ . Bei schrägem 
Lichteinfall erscheinen sie hier fein granuliert und nicht irisierend. (QWHUREDFWHU-, 
$HURPRQDV-, .OHEVLHOOD-, 3URWHXV- und &LWUREDFWHU-Kolonien können allerdings ähnliche 
Koloniemorphologien aufweisen, was den Nachweis erschwert (DEVENISH und 
SCHIEMANN, 1981; HARMON et al., 1983; DE BOER und SELDMAN, 1987). Ein 
weiterer speziell für virulente <HQWHURFROLWLFD-Isolate entwickelter fester Nährboden ist der 
Virulent-<HQWHURFROLWLFD-Nährboden (VYE). Diesem Nähragarmedium wird zusätzlich zum 
Cefsulodin-Irgasan noch Josamycin, Oleandomycin sowie Äskulin zugesetzt. Die Bebrütung 
erfolgt bei 32 °C aerob für 24 bis 48 Stunden. Aufgrund unterschiedlicher Äskulinhydrolyse 
kann man dann zwischen pathogenen (rote Kolonien) und apathogenen Isolaten (dunkelrote 
Kolonien) unterscheiden (FUKUSHIMA, 1987). Der am breitesten eingeführte 
Selektivnährboden zur Isolierung von < HQWHURFROLWLFD ist das CIN-Agarmedium, der nicht 
nur kommerziell angeboten wird und in der ISO 10273 (ANONYMUS, 1994b) als 
Selektivnährboden empfohlen wird, sondern sich auch für alle herkömmlichen 
Probenmaterialien und –herkünfte eignet. 
Die weitere Differenzierung der auf CIN verdächtigen Kolonien erfolgt üblicherweise mittels 
Eisen-III-Zucker-Schrägagar (Kligler-Agarmedium), wobei verdächtige Stämme Glukose-
positiv, Laktose-negativ, H2S-negativ sind und keine Gasbildung zeigen.      
Kommerziell erhältliche biochemische Identifizierungssysteme für das Genus <HUVLQLD sind 
zur Zeit weder ausreichend sensitiv noch spezifisch genug, um die arbeitsaufwendigen 
Röhrchentests abzulösen (NEUBAUER et al., 1998; LINDE et al., 1999).  
 
 
 
3&51DFKZHLV

Das Virulenzplasmid (pYV), das hitzestabile Enterotoxin-Gen (\VW und die an der Invasion 
beteiligten Gene DLO und LQY stellen die Basis für einen spezifischen Nachweis von <
HQWHURFROLWLFDmittels PCR-gestützter Verfahren:  
 
WREN und TABAQCHALI (1990) berichteten, dass die Amplifikation eines 590 bp großen 
Bereiches des YLU) Gens für die Identifikation von pathogenen <HUVLQLDStämmen mittels 
PCR-Methode geeignet ist. Von den 58 untersuchten Stämmen waren acht Stämme falsch 
negativ, da sie durch mehrmalige Subkultivierung ihr Virulenzplasmid verloren hatten. Dieser 
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Befund unterstreicht die Problematik von Nachweismethoden, die ausschließlich auf dem 
Virulenzplasmid basieren.  
Eine auf dem \DG$-Gen des Virulenzplasmids basierende „ nested PCR“ -Methode wurde von 
KAPPERUD et al. (1993) publiziert. Mit diesem Verfahren konnten alle pathogenen 
Serogruppen (O:3, O:5,27, O:8, O: 9, O:13 und O:21) von <HQWHURFROLWLFD identifiziert und 
von <SVHXGRWXEHUFXORVLV abgegrenzt werden.  
 
FENWICK und MURRAY (1991) gelang es, DNA von <HQWHURFROLWLFD, aber nicht von <
SVHXGRWXEHUFXORVLV zu amplifizieren. Sie verwendeten Oligonukleotide, die auf dem 
chromosomalen DLO-Gen basieren und konnten somit zwischen < HQWHURFROLWLFD und <
SVHXGRWXEHUFXORVLV differenzieren. Die spezies-spezifische PCR-Detektion von <
HQWHURFROLWLFD auf Basis des DLO-Gens gelang aber erst KWAGA und Mitarbeitern (1992).  
Durch eine Multiplex-PCR–Reaktion, die auf den Genen YLU) DLO und LQY basiert, konnten 
NAKAJIMA et al. (1992) 27 < HQWHURFROLWLFD–Stämme und 31 < SVHXGRWXEHUFXORVLV–
Stämme hinsichtlich ihrer Spezies und des Vorhandenseins eines Plasmids charakterisieren.  
Anlässlich der Spezifitätsprüfung wurden dabei 28 nicht pathogene <HUVLQLD–Stämme und 12 
weitere (QWHUREDFWHULDFHDH richtigerweise nicht erkannt. 
 
Erstmals beschrieben IBRAHIM et al. (1992) eine auf dem \VW-Gen des hitzestabilen 
Enterotoxins basierende PCR-Methode. Das 163 bp große Fragment konnte nur bei <
HQWHURFROLWLFD und bei zwei Stämmen von < NULVWHQVHQLL amplifiziert werden. Durch die 
Kombination mit einer anschließenden Hybridisierung konnten dann die < NULVWHQVHQLL–
Stämme ausgeschlossen werden. Diese auf dem \VW-Gen basierende Methode wurde fünf 
Jahre später von IBRAHIM et al. (1997b) verbessert. Durch die Sequenzierung des \VWGens 
und anschließenden Sequenzvergleich zwischen < HQWHURFROLWLFD and <NULVWHQVHQLL konnte 
ein Oligonukleotidpaar gefunden werden, durch welches ein 145 bp großer Genabschnitt 
ausschließlich bei <HQWHURFROLWLFD-Isolaten amplifiziert wird. Durch diese Optimierung war 
es somit möglich, falsch-positive Ergebnisse durch <NULVWHQVHQLL zu verhindern. 
 
RASMUSSEN et al. (1994) entwickelten eine „ Two step“ -PCR-Methode, die auf dem LQY-
Gen von <HUVLQLD basiert und an die sich obligat eine Hybridisierung anschließt. Verschiedene 
Annealingtemperaturen wurden getestet, um gezielt die pathogenen Stämme von <
HQWHURFROLWLFD zu erfassen. Letztendlich gelang dies mit einer Annealing-Temperatur von     
72 °C, der Zugabe von 1 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) und einer „ Hot start“ -PCR. Bei 
der „ Hot start“ -PCR wird eine synthetisch hergestellte DNA-Polymerase verwendet, die ihre 
Aktivität erst nach 15 min Erhitzen bei 94 °C entfaltet. Mit dieser Verfahrensweise war dann 
eine Unterscheidung zwischen pathogenen und apathogenen < HQWHURFROLWLFD-Isolaten 
möglich.  
Das chromosomal lokalisierbare DLO-Gen pathogener < HQWHURFROLWLFD-Isolate wurde von 
KWAGA et al. (1992) genutzt, um ein 273 bp großes Fragment von pathogenen Isolaten zu 
amplifizieren.  
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Zum Nachweis von < HQWHURFROLWLFD wurden in den letzten Jahren verschiedenste PCR-
Methoden entwickelt, um den Erreger in Lebensmitteln, klinischem Material und 
Umweltproben zu detektieren. Die in Tabelle 2 aufgelisteten PCR-Methoden stellen eine 
Auswahl häufig zitierter PCR-Verfahren dar. Die Methoden unterscheiden sich im 
Wesentlichen durch ihre Probenaufbereitung. Die Zielsequenzen sind oft die gleichen, sie 
werden jedoch mit unterschiedlichen Aufbereitungsmethoden kombiniert und diese dann an 
das zu untersuchende Material mit seinen jeweiligen spezifischen inhibitorischen Substanzen 
angepasst.  
 
7DEHOOH  3&50HWKRGHQ ]XP 1DFKZHLV YRQ < HQWHURFROLWLFD LQ XQWHUVFKLHGOLFKHQ
3UREHQPDWHULDOLHQEine Auswahl häufig zitierter Verfahren aus den Jahren 1992-2001. 
 
3UREH =LHOVHTXHQ]

3UREHQEHKDQGOXQJ
YRUGHU3&5

5HIHUHQ]
Blut YLU)-, DLOGen Lyse in Tris-EDTA, 
ProteinaseK-Verdau 
Feng et al. (1992) 
Faeces (Mensch) \VW-Gen Zelllyse mittels SDS IBRAHIM et al. (1992) 
Fleischprodukte, 
Wasser, Faeces 
(Mensch) 
\DG$-Gen IMS, ProteinaseK-
Verdau 
KAPPERUD et al. 
(1993) 
Hähnchenfleisch, 
Käse, Weisskohl 
DLO-Gen ProteinaseK-Verdau DICKINSON et al. 
(1995) 
Faeces, Tonsillen 
(Schwein) 
LQY-Gen,  Kälteanreicherung, 
IMS, ProteinaseK-
Verdau 
RASMUSSEN et al. 
(1995) 
Faeces (Mensch) UIE%-,  UIE&-Gen Phenol-Chlorophorm 
Extraktion  
WEYNANTS et al. 
(1996) 
Faeces (Mensch) DLO\VWYLU)-Gen Zentrifugation, 
Lysozym 
HARNETT et al. (1996) 
Fleisch, Käse, 
Gemüse 
DLO-Gen, YLU)-Gen 48 h Anreicherung  BHADURI und 
COTTRELL (1998) 
Wasser, Abwasser \DG$-Gen 24 h Anreicherung, 
ProteinaseK-Verdau 
 
WAAGE et al. (1999) 
Tonsillen (Schwein), 
Hackfleisch 
\DG$-Gen 24 h Anreicherung, 
ProteinaseK-Verdau 
FREDRIKSSON-
AHOMAA et al. (1999) 
Schlachthof \DG$-Gen 24 h Anreicherung, 
ProteinaseK-Verdau 
FREDRIKSSON-
AHOMAA et al. (2000b) 
Blut 16S rRNA QIAamp blood kit SEN (2000) 
Schweinefleisch, 
Faeces (Schwein) 
DLO-Gen 24 h Anreicherung, 
DNA-Extraktions-Kit 
JOURDAN et al. (2000) 
Schweinfeleisch, 
Rindfleisch, Tonsillen 
(Schwein), Tofu 
yst-Gen 24 h Anreicherung VISHNUBHATLA et al. 
(2001) 
Faeces (Schwein) \RS7-Gen 24 h Anreicherung, 
ProteinaseK-Verdau 
ARNOLD et al. (2001) 
Oral- und Rektal-
Tupfer (Schwein)  
 
YLU)DLO-Gen 48 h Anreicherung HUSSEIN et al. (2001) 
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3RO\PHUDVHNHWWHQUHDNWLRQ3&5
 
3ULQ]LSGHU3&5
 
Die direkte Replikationsmatritze in allen PCR-Anwendungen ist die jeweilige DNA. Diese 
kann sowohl aus rekombinanter DNA oder genomischer DNA (Bakterien, Parasiten, 
eukaryotische Zellen) bestehen. Die DNA wird als Template (DNA-Matritze) dem 
sogenannten Mastermix zugegeben, der sich aus Reinstwasser, Oligonukleotiden, 
Desoxynukleosidtriphosphaten, Puffer und einer DNA-Polymerase zusammensetzt. 
Oligonukleotide sind kurze, einzelsträngige DNA-Moleküle, die komplementär zu den Enden 
einer definierten Sequenz der DNA-Matritze sind. Von der Auswahl der Oligonukleotide 
hängen letztlich die Spezifität, Sensitivität und Reproduzierbarkeit einer PCR-Methode ab 
(RYCHLIK, 1995).  
Das Prinzip der PCR ist, dass eine DNA-Polymerase, ausgehend von den vorliegenden 
Oligonukleotiden, einen neuen DNA-Strang an einer einzelsträngigen Nukleinsäure-Matritze 
aus den zugesetzten Desoxynukleosidtriphosphaten synthetisiert. Der Puffer wird dabei der 
Reaktion zugesetzt, um optimale Milieubedingungen für die DNA-Polymerase zu schaffen.  
Ein PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-
Doppelstranges, indem dieser bei 92 bis 94 °C aufgeschmolzen wird. So entstehen 
einzelsträngige DNA-Matritzenmoleküle. Danach erfolgt die Anlagerung der Oligonukleotide 
(sogenanntes „ Annealing“ ) an die einzelsträngige DNA-Matritze bei einer für das 
Oligonukleotidpaar spezifischen Temperatur, die um die 50 °C liegt. Auf diesem Weg wird 
die Amplifikation des dazwischenliegenden Sequenzabschnittes (sogenannte „ Elongation“ ) 
eingeleitet. Diese erfolgt normalerweise bei 72 °C durch das Enzym 7DT-DNA-Polymerase, 
da das Temperaturoptimum der 7DT-DNA-Polymerase bei 72 °C liegt. Aber auch bei einer 
Temperatur von 95 °C bleibt die 7DT-DNA-Polymerase noch bis zu einer halben Stunde lang 
stabil, so dass sie auch alle Denaturierungsschritte der einzelnen Zyklen überstehen kann. 
Demnach besteht ein PCR-Zyklus aus Denaturierung, Annealing und Elongation. Die 
Zyklenzahl einer durchschnittlichen PCR-Methode besteht zwischen 25 und 35 Zyklen. 
(MULLIS et al., 1986; SCHOCHETMAN et al., 1988; EISENSTEIN, 1990; ROLFS et al., 
1992; HÖFLER, 1994; NEWTON und GRAHAM, 1997; MARTIN und TIMMERS, 1997).  
 
 
 
3&5,QKLELWRUHQ
 
Das diagnostische Potential der PCR ist prinzipiell durch das Vorhandensein von 
inhibitorischen Substanzen in komplexen biologischen Proben, wie Faeces, Blut, Fleisch und 
Organen, limitiert (WILDE et al., 1990; AL-SOUD und RADSTRÖM, 2000). Solche 
inhibitorisch wirkenden Stoffe können die Zell-Lyse während der DNA-Extraktion stören, die 
7DT–DNA-Polymerase inaktivieren oder Bindungen mit den Nukleinsäuren eingehen 
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(ROSSEN et al., 1992; AKANE et al., 1994; KATCHER und SCHWARTZ, 1994; POWELL 
et al., 1994; AL-SOUD et al., 2000). Eine große Anzahl an inhibitorischen Substanzen ist bis 
heute bekannt, allerdings ist nur von wenigen der Mechanismus ihrer inhibitorischen Wirkung 
erforscht. Zu den Stoffen, die eine PCR-Reaktion beeinträchtigen können, gehören 
insbesondere Bestandteile der Körperflüssigkeiten (z.B. Hämoglobin, Harnstoff) sowie 
Reagenzien, die man bei der Entnahme von Proben in der Klinik und Forensik verwendet     
(z.B. Heparin) sowie Lebensmittelbestandteile (z.B. organische Verbindungen, 
Phenolverbindungen, Glykogen, Fett und Ca2+) und Komponenten von Umweltproben (z.B. 
Phenolverbindungen, Huminsäuren und Schwermetalle). Dazu kommen noch Inhaltsstoffe 
von Laborartikeln, wie Puder von Laborhandschuhen, Substanzen aus Plastikartikeln (z.B. 
Pipettenspitzen, Tubes)  und Zellulose (WILSON, 1997). 
 
Bei der Entwicklung spezifischer PCR-Verfahren in der klinischen Diagnostik werden 
enorme Anstrengungen unternommen, um Proben für die PCR so aufzubereiten, dass keine 
Beeinflussung durch inhibitorische Substanzen stattfindet (LANTZ et al., 2000). Viele dieser 
Techniken sind oft sehr kompliziert, zeitaufwendig, bedürfen enormer Erfahrung und sind 
zudem teuer. So wird beispielsweise versucht, Polymerasen einzusetzen, die weniger anfällig 
gegenüber inhibitorischen Substanzen sind. Weiterhin werden Reagenzien verwendet, welche 
die Amplifikation begünstigen oder die die Spezifität steigern, wie zum Beispiel bovines 
Serum-Albumin (BSA) (Übersicht zu dieser Problematik siehe AL-SOUD und RADSTRÖM, 
1998 sowie AL-SOUD und RADSTRÖM, 2000). 
 
 
 
9HUXQUHLQLJXQJHQ
 
Verunreinigungen durch Fremd-DNA stellen ein besonderes Problem bei der Durchführung 
der PCR-Methode dar. Zum Zeitpunkt der Einführung des PCR-Verfahrens als Diagnostikum 
wurde insbesondere die hohe Sensitivität in den Vordergrund gestellt. Heute weiß man, dass 
die hohe Sensitivität auch ein erheblicher Nachteil sein kann. Die bis heute bekanntesten 
Probleme bei der Etablierung und Anwendung einer PCR-Methode sind falsch-positive 
Ergebnisse durch Kontaminationen (PERSING, 1992; RYS und PERSING, 1993; 
VANEECHOUTTE und VAN ELDERE, 1997). 
 
Zur Kontamination eines PCR-Ansatzes mit Fremd-DNA kann es durch Haut und Haarzellen 
eines Menschen kommen, aber auch durch schmutzige Arbeitsflächen und Arbeitsgeräte 
(Pipetten) oder durch Aerosole. Auch in Reagenzien, die man gemeinhin für die PCR oder die 
DNA-Extraktion und Präparation von Proben benutzt, muss man mit Fremd-DNA rechnen 
(NEWTON und GRAHAM, 1997). Durch die hohe Sensitivität der PCR-Methode genügen 
schon äußerst geringe Mengen an Fremd-DNA, um ein Ergebnis falsch-positiv werden zu 
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lassen. Daher sind Positiv- und Negativ-Kontrollen für jedes PCR-Experiment unerlässlich 
(KWOK and HIGUCHI, 1989, ROTH et al., 2001).  
 
 
 
3UREOHPHEHLP1DFKZHLVYRQ<HUVLQLDXQG6DOPRQHOOD3&53URGXNWHQ
 
Zur Verbesserung des gesundheitlichen Verbraucherschutzes bei der Vorbeuge von Zoonosen 
haben PCR-Methoden beim schnellen, spezifischen und sensitiven Nachweis von pathogenen 
bakteriellen Erregern erheblich an Bedeutung gewonnen. Besonders beim aufwändigen 
bakteriologisch-kulturellen Nachweis von pathogenen < HQWHURFROLWLFD–Isolaten ist der 
Einsatz der PCR-Verfahren von besonderer Bedeutung.  
Die DNA–Extraktion von Bakterien-Reinkulturen erfolgt meist nur durch einfaches 
Aufkochen (HIGUCHI, 1989, SAIKI, 1990). Reinkulturen von Bakterien werden 
überwiegend genutzt, um schnell und kostengünstig die Spezifität einer neu entwickelten 
PCR-Methode zu überprüfen. NAKAJIMA et al. (1994) berichteten, dass sie PCR-Produkte 
von < HQWHURFROLWLFD nach einer Lagerung bei 4 °C über Nacht nicht mehr nachweisen 
konnten. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass nach Zugabe eines PCR-Ansatzes inklusive 
PCR-Produkt von <HQWHURFROLWLFD nach durchlaufenen PCR-Zyklen zu einem weiteren PCR-
Produkt von < SVHXGRWXEHUFXORVLV innerhalb von zwei Stunden beide Produkte abgebaut 
wurden. Durch den zusätzlich eingeführten Schritt des ProteinaseK-Verdaus der 
Bakteriensuspension vor dem Einsatz als Matritze in der PCR-Reaktion konnte ein Abbau des 
Produktes verhindert werden. Die Notwendigkeit für einen ProteinaseK-Verdau bei 
aufgekochten Reinkulturen von < HQWHURFROLWLFD als Matritzen für die PCR berichten auch 
BHADURI und Mitarbeiter (1997).  
 
Das spezies-spezifische Vorkommen einer thermostabilen Desoxyribonuklease (DNase) bei 
< HQWHURFROLWLFD, die 25 PCR-Zyklen überstehen kann, konnte bereits festgestellt werden 
(NAKAJIMA et al., 1994). Somit besteht prinzipiell immer die Notwendigkeit eines 
vorhergehenden ProteinaseK-Verdaus, wenn man < HQWHURFROLWLFD-Isolate zweifelsfrei mit 
der PCR-Methode nachweisen will. Ohne die Bedeutung ihrer Befunde für die PCR-Methode 
zu kennen, berichteten bereits BERCOVIER et al. (1980), dass über 40 % der <
HQWHURFROLWLFD-Stämme eine DNase Aktivität besitzen.  
GIBSON und MCKEE (1992) machten ähnliche Beobachtungen bei 6Enteritidis. Für die 
PCR-Reaktion wurden aufgekochte Bakterien-Reinkulturen von 6 Enteritidis verwendet und 
ein Verlust der PCR-Produkte nach einer Lagerung bei 4 °C beobachtet. Dieser Abbau bei     
4 °C kann durch ProteinaseK-Verdau der Bakterienkultur vor Einsatz in die PCR-Reaktion 
verhindert werden oder durch Lagerung des PCR-Produktes bei einer Temperatur von unter   
–20 °C. Somit besitzen auch einige Stämme von 6 Enteritidis eine thermostabile 
Desoxyribonuklease, die zu Komplikationen beim Nachweis von PCR-Produkten führen kann 
(GIBSON und MC KEE, 1992).  
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0$7(5,$/81'0(7+2'(1
 
$OOJHPHLQHU9HUVXFKVDXIEDX 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mit 6DOPRQHOOD und <HQWHURFROLWLFD persistent infizierte 
Schweine sicher und schnell aus der menschlichen Nahrungskette entfernen zu können. Dafür 
wurden zwei PCR-Verfahren für 6DOPRQHOOD und < HQWHURFROLWLFD entwickelt und an 
Probenmaterial von persistent infizierten Schweinen aus experimentellen 
Infektionsversuchen, die im Rahmen des durch die DFG (Deutsche Forschungsgemeinschaft) 
geförderten Graduiertenkollegs „ Schlachttierbelastung und Produktsicherheit“ -GRK 39/2 
durchgeführt wurden, validiert.  
 
Im ersten Teil der Arbeit sollte für den Nachweis von Salmonellen ein bereits etabliertes 
PCR-Oligonukleotidpaar (RAHN et al., 1992; nach DIN 10135) zum Salmonellen-Nachweis
mit einem im Zuge dieser Arbeit entwickelten, ebenfalls auf dem LQY$-Gen basierenden 
Oligonukleotidpaar hinsichtlich der Sensitivität und Spezifität verglichen werden. Ziel war es, 
diese Prüfung nicht nur anhand von Reinkulturen durchzuführen, sondern auch an natürlichen 
Proben aus der späteren Zielspezies, dem Schwein, zu validieren.  
Die Etablierung und Evaluierung der geeignetsten PCR-Methode zum 6DOPRQHOOD Nachweis 
sollte anhand von 420 Gewebeproben von 30 experimentell mit 6. Typhimuirum DT104 
infizierten Schweinen aus zwei Infektionsversuchen erfolgen. Als Negativ-Kontrolle für die 
bakteriologisch-kulturelle Methodik und die PCR-Diagnostik standen als dritte Gruppe 96 
Gewebeproben von sieben sicher 6DOPRQHOODnegativ getesteten Tieren zur Verfügung.  
 
Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte eine „ One-step“ -PCR-Methode zum spezifischen 
Nachweis von humanpathogenen <HQWHURFROLWLFD-Isolaten beim Schwein entwickelt werden. 
Die Methode muss auf einem plasmidgebundenen Virulenzgen von <HQWHURFROLWLFD basieren, 
da die vollständige Pathogenität eines Isolates vom Vorhandensein eines solchen 
Virulenzplasmids abhängig ist und nur pathogene Isolate für die Entstehung einer Enteritis 
infectiosa beim Menschen von Bedeutung sind. Die Etablierung dieses diagnostischen 
Verfahrens sollte anhand von ausgewählten Bakterienreinkulturen, gezielt kontaminierten 
Proben sowie anhand von 51 Gewebeproben von drei Schweinen (Zwei infizierte Tiere und 
ein Kontrolltier) aus einem Infektionsversuch mit <HQWHURFROLWLFD Bioserotyp 4/O:3 erfolgen. 
 
Für die beiden PCR-Verfahren zum Nachweis von 6DOPRQHOOD sowie pathogener                   
< HQWHURFROLWLFD-Isolate sollten Methoden entwickelt werden, die in der täglichen 
Routinediagnostik eines mikrobiologischen Laboratoriums durchführbar sind und die eine 
signifikante Verbesserung des derzeitigen diagnostischen Standes bringen werden. 
Die Ergebnisse der PCR-Methoden sollten dann abschließend mit den Ergebnissen der 
Kulturverfahren (ISO 6579 für 6DOPRQHOOD und ISO 10273 für < HQWHURFROLWLFD), den 
sogenannten „ Goldstandards“ , verglichen und bewertet werden. 
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0DWHULDO
 
%DNWHULHQVWlPPH
 
,QIHNWLRQVVWlPPH

Die für die Infektionsversuche im Schwein mit Salmonellen und Yersinien sowie zur 
Etablierung der 6DOPRQHOOD und < HQWHURFROLWLFD spezifischen PCR-Methoden relevanten 
Stämme sind aus Tabelle 3 zu entnehmen.  
 
7DEHOOH  hEHUVLFKW EHU GLH LQ GHQ ,QIHNWLRQVYHUVXFKHQ HLQJHVHW]WHQ,QIHNWLRQVVWlPPH 
 
%H]HLFKQXQJ +HUNXQIW 6SH]LHV&KDUDNWHULVWLND

Feldisolat 
67\SKLPXULXP
 
Stammsammlung des Instituts für 
Bakteriologie und Mykologie der 
Veterinärmedizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig 
6. Typhimurium DT104 
(Isolat vom Schwein) 
        MARG et al. (2001),     
    SCHOLZ et al. (2001) 
 
Referenzstamm 
'60
Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen, 
Braunschweig 
<HQWHURFROLWLFD
Bioserotyp 4/O:3 
(Isolat vom Menschen) 
NEUBAUER et al. (1999) 
NEUBAUER et al. (2000a) 
     ARNOLD et al. (2001) 
 
 
 
 
5HIHUHQ]VWlPPH
 
Für die Bestimmung der Spezifität der neu zu etablierenden PCR-Methoden für den 
spezifischen Nachweis von 6DOPRQHOOD und von <HQWHURFROLWLFD anhand von Reinkulturen, 
wurden jeweils unterschiedliche, in Tabelle 4 aufgelistete Referenzstämme verwendet.  
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7DEHOOHhEHUVLFKWEHUGLH]XU6SH]LILWlWVSUIXQJGHU3&50HWKRGHQHLQJHVHW]WHQ5HIHUHQ]VWlPPH Angegeben ist jeweils die Bezeichnung des Stammes, seine Herkunft 
und der Speziesname
 
 
%H]HLFKQXQJ +HUNXQIW 6SH]LHVQDPH

 
CCUG 10937 
 
Culture Collection, University of 
Göteborg, Göteburg, Schweden 

&DPS\OREDFWHUMHMXQL
CCUG 10938  
CCUG 10935   
CCUG 10936  
CCUG 14567  
CCUG 15359  
CCUG 12795  
CCUG 15361  
CCUG 10939  &DPS\OREDFWHUFROL
CCUG 17754  &DPS\OREDFWHUFROL
DSM 30053 Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen, 
Braunschweig, Deutschland 
(QWHUREDFWHUDHURJHQHV
ATCC 11229 American Type Culture Collection, 
Manassas, USA 
(VFKHULFKLDFROL
DSM 787  
DSM 682  
DSM 1103  
DSM 5569  6DOPRQHOODTyphimurium
DSM 346  6WDSK\ORFRFFXVDXUHXV

ATCC 11229 American Type Culture Collection, 
Manassas, USA 
3VHXGRPRQDVDHUXJLQRVD
DSM 13030 Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen, 
Braunschweig, Deutschland 
<HQWHURFROLWLFDVVSSDOHDUWLFD
ATCC 9610 American Type Culture Collection, 
Manassas, USA 
<HQWHURFROLWLFDVVSHQWHURFROLWLFD
ATCC 29833  <SVHXGRWXEHUFXORVLV
ATCC 29909  <LQWHUPHGLD
ATCC 33641  <IUHGHULNVHQLL
ATCC 33638  <NULVWHQVHQLL
ATCC 35236  <DOGRYDH
ATCC 43970   <EHUFRYLHUL
ATCC 43380  <URKGHUL
ATCC 43969  <PROODUHWLL
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Alle &DPS\OREDFWHUSpezies wurden auf &DPS\OREDFWHU-Agarmedium (Fa. Merck, 
Darmstadt) unter mikroaerophilen Bedingungen bei 37 °C im Brutschrank angezüchtet. Die 
Anzucht der 6DOPRQHOODStämme erfolgte bei 37 °C auf festen Nähragar I-Medien (Fa. Merck, 
Darmstadt). Auch die <HUVLQLDStämme wurden auf festen Nähargar I-Medien ausplattiert, 
aber bei 28 °C aerob bebrütet. Alle anderen in der Tabelle 4 aufgeführten Referenzstämme 
wurden auf Blutagar-Platten (Fa. Merck, Darmstadt) bei 37 °C angezogen. 
 
 
 
3UREHQPDWHULDODXVH[SHULPHQWHOOLQIL]LHUWHQ6FKZHLQHQ
 
3UREHQPDWHULDODXV,QIHNWLRQVYHUVXFKHQPLW67\SKLPXULXP'7
 
Zur kulturellen Untersuchung und zur Evaluierung der für Salmonellen spezifischen PCR-
Nachweismethoden standen Gewebeproben aus zwei Infektionsversuchen und aus einer 
Negativ-Kontrollgruppe zur Verfügung. In einem ersten Versuch wurden 84 Gewebeproben 
von sechs experimentell mit 6 Typhimurium DT104 infizierten chinesischen Meishan-
Schweinen entnommen. Alle Tiere entwickelten innerhalb von zwei Tagen nach 
experimenteller Infektion mit 6 Typhimurium DT104 klinische Symptome einer akuten 
Salmonellose mit profusem gelblichen Durchfall, Fieber und Inappetenz. Kulturell waren 
sämtliche Schweine nach der Infektion in den Faeces-Proben 6DOPRQHOOD positiv, über den 
Versuchszeitraum schied jedes Tier auch Salmonellen aus. Zwei der sechs Tiere verstarben 
vor dem festgesetzten Schlachttermin, die Abgänge erfolgten drei und fünf Tage nach der 
Infektion unter den Symptomen einer akuten Salmonellose. Die restlichen vier Tiere wurden 
wie geplant 14 Tage nach experimenteller Infektion geschlachtet. Zum Zeitpunkt der 
Schlachtung zeigten die vier Tiere keine klinischen Symptome einer Erkrankung mehr, 
schieden aber noch vereinzelt Salmonellen aus. Damit waren sie zu diesem Zeitpunkt 
persistent infiziert.  
Für die zweite Versuchsreihe standen 336 Gewebeproben von 24 experimentell mit 6
Typhimurium DT104 infizierten Hybridschweinen (Landschwein x Edelschwein) zur 
Verfügung. Alle Tiere zeigten bis etwa sieben Tage nach experimenteller Infektion mit 6
Typhimurium DT104 klinische Symptome einer akuten Salmonellen-Infektion mit erhöhter 
Körpertemperatur, Durchfall und vermindertem Allgemeinbefinden. Keines der Tiere verstarb 
im Verlaufe des Versuches, obgleich alle Schweine über den Versuchszeitraum 
bakteriologisch positiv gewesen waren. Klinische Symptome waren am Tag der Schlachtung 
nicht mehr feststellbar. Die Tiere waren demnach persistent infiziert. 
Als Negativ-Kontrollen dienten 98 Gewebeproben von sieben nicht infizierten 
Hybridschweinen aus dem gleichen 6DOPRQHOOD-freien Herkunftsbestand, aus dem die Tiere 
der zweiten Infektionsgruppe stammten. Von sämtlichen Tieren der drei Versuchsgruppen 
wurden zum Zeitpunkt der Schlachtung jeweils die in Tabelle 6 aufgeführten Gewebeproben 
entnommen.  
Material und Methoden 
37 
Eine Übersicht über die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Infektionsversuche, aus 
denen Gewebeproben für die Untersuchungen dieser Arbeit entnommen werden konnten, 
zeigt Tabelle 5.  
 
7DEHOOH ,QIHNWLRQVYHUVXFKH. Infektionsversuche die im Rahmen des Graduiertenkollegs 
„Schlachttierbelastung und Produktsicherheit“-GRK 39/2 durchgeführt wurden. Aus den 
Tieren der Infektionsversuche konnten Gewebeproben für die Untersuchungen dieser Arbeit 
entnommen werden (Tierversuchsvorhabens-Nr. 24/00, Regierungspräsidium Leipzig). 
 
$Q]DKOGHU7LHUH ,QIHNWLRQVVWDPP ,QIHNWLRQVGRVLV *HZHEHSUREHQQ

6 Meishan-Schweine    84  
24 Hybridschweine 
 
  
               336  
7 Hybridschweine Negativ-Kontrollgruppe 
6DOPRQHOOD 
 
     98 
2 Hybridschweine <HQWHURFROLWLFD
 
       1x1010 KBE                  34 
1 Hybridschwein  Negativ-Kontrolltier 
<HUVLQLD
                 17 

 
 
 
3UREHQPDWHULDODXV,QIHNWLRQVYHUVXFKHQPLW<HQWHURFROLWLFD
 
Zur bakteriologischen Untersuchung und zur PCR-Diagnostik auf < HQWHURFROLWLFD konnten 
insgesamt 51 Gewebeproben von zwei experimentell mit < HQWHURFROLWLFD infizierten 
Schweinen und einem Negativ-Kontrolltier entnommen werden (Tabelle 5). Die beiden 
infizierten Tiere zeigten bis auf eine geringfügige Erhöhung der Körpertemperatur nach der 
Infektion keine klinischen Symptome einer < HQWHURFROLWLFD-Infektion, gleichwohl schieden 
sie Yersinien mit der Faeces aus. Somit handelte es sich bei diesen Tieren um persistent 
infizierte Träger-Tiere. Die Schlachtung dieser Tiere erfolgte 21 Tage nach der Infektion.  
Zusätzlich zu den in Tabelle 6 aufgeführten diagnostischen Geweben wurden für die <
HQWHURFROLWLFD-Diagnostik Proben der Gallenflüssigkeit (GF), des Herzens (He) und des 
Gehirns (G) entnommen, da in den Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen ein Nachweis in 
diesen Organproben möglich war (NAJDENSKI et. al., 1998).  
  
 
 
} } 6. Typhimurium DT104 
 
 1x1011 KBE  
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7DEHOOH*HZHEHSUREHQ]XU67\SKLPXULXP'7XQG<HQWHURFROLWLFD'LDJQRVWLNYRQSHUVLVWHQWLQIL]LHUWHQ6FKZHLQHQ 
 
 
*HZHEHSUREH $ENU]XQJ
 
Tonsille 
 
To 
Mandibularlymphknoten MaLy 
Lunge (Mittellappen) Lu 
Leber Le 
Milz Mi 
Jejunum (kaudaler Abschnitt) Je 
Ileum      (distaler Abschnitt) Il 
Colon + Inhalt Co 
Caecum + Inhalt Ca 
Lungenlymphknoten Luly 
Lnn. Ileocolici Icly 
Jejunal-Lymphknoten Jely 
Colon-Lymphknoten Coly 
Muskulatur Mus 
 
 
 
 
9RUDQUHLFKHUXQJVPHGLHQXQG1lKUE|GHQIUGLHNXOWXUHOOH'LDJQRVWLN

Zur Untersuchung der Proben auf 6DOPRQHOOD wurde als nicht selektive Voranreicherung 
gepufferte Pepton-Bouillon (Fa. Merck, Darmstadt) und für die Selektivanreicherung 
Rappaport-Vassiliadis (RV)-Medium (Fa. Merck, Darmstadt) verwendet. 
Für die Voranreicherung zur Untersuchung von Proben auf < HQWHURFROLWLFD wurden zwei 
selektive Anreicherungsmedien angewandt, die Oßmer-Bouillon (Fa. Merck, Darmstadt) und 
die Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-(ITC)-Bouillon (Fa. Merck, Darmstadt) sowie eine  
nicht selektive Anreicherung in Luria-Bertani-(LB)-Bouillon (Fa. Difco, Heidelberg).    
Als Selektivnährboden für die 6DOPRQHOOD-Diagnostik wurde Xylose-Lysine-Desoxycholat 
(XLD)-Agarmedium (Fa. Merck, Darmstadt) und Brilliantgrün-Phenolrot-Sucrose (BPLS)-
Agarmedium (Fa. Merck, Darmstadt) eingesetzt. Die Selektivanreicherung von <
HQWHURFROLWLFD erfolgte auf Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin (CIN)-Agarmedium (Fa. Merck, 
Darmstadt). 
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2OLJRQXNOHRWLGH
 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma VBC-Genomics in 
Wien, Österreich, synthetisiert.  
 
 
 
2OLJRQXNOHRWLGH]XP1DFKZHLVYRQ6DOPRQHOOHQ   
 
Für die 6DOPRQHOOD–PCR-Diagnostik wurden zwei verschiedene Oligonukleotidpaare, die 
beide auf dem LQY$-Gen basieren, verwendet. Die Oligonukleotide sind in Tabelle 7 
aufgeführt. Um beide PCR-Methoden im weiteren Verlauf der Arbeit unterscheiden zu 
können, wurde die auf dem Bereich des 5´Endes des LQY$-Gens basierende Methode nach 
RAHN et al. (1992) als LQY$,3&5 (Ologonukleotide 139 und 141) bezeichnet und die im 
Rahmen dieser Arbeit entwickelte und auf dem Bereich des 3´Endes des LQY$-Genes 
basierende Methode als LQY$,,3&5(Oligonukleotide invA-sal-F1 und invA-sal-R1). 
 
7DEHOOH  $XVJHZlKOWH 2OLJRQXNOHRWLGVHTXHQ]HQ IU GLH 6DOPRQHOOD'LDJQRVWLN LQ*HZHEHSUREHQYRPSHUVLVWHQWLQIL]LHUWHQ6FKZHLQ
 
 
2OLJRQXNOHRWLG 2OLJRQXNOHRWLG6HTXHQ] =LHOJHQ 5HIHUHQ]
 
3ULPHU 5´-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3´ 
3ULPHU 5´-TCATCGCACCGTCAA AGGAAC C-3´ 
 
LQY$VDO) 5´-TTTACGGTCTATTTTGAT TTG-3´ 
LQY$VDO5 5´-ATATGCTCCACAAGGTTA ATG-3´ 
 
   
 

 
diese Arbeit 

 
 
 
2OLJRQXNOHRWLGH]XP1DFKZHLVYRQ<HUVLQLHQ
 
Die Entwicklung eines spezifischen PCR-Verfahrens zum Nachweis pathogener <
HQWHURFROLWLFDIsolate erforderte ein Oligonukleotidpaar, welches eine Amplifikation des  
\RS7Gens von allen plasmidtragenden <HUVLQLDSpezies ermöglicht. Dieses 
Oligonukleotidpaar ist in Tabelle 8 als yopT-ff1 und yopT-rr1 aufgeführt und wird im 
weiteren Verlauf der Arbeit als \RS7 ,3&5Methode bezeichnet. Das Oligonukleotidpaar 
zum spezifischen Nachweis von pathogenen < HQWHURFROLWLFDIsolaten ist als yopT-fw1 und 
yopT-r1 aufgelistet und wird fortan  \RS7,,3&5Methode genannt.  
}} }} 
 
LQY$
LQY$
RAHN et al. 
(1992) 
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7DEHOOH  $XVJHZlKOWH 2OLJRQXNOHRWLGVHTXHQ]HQ IU GLH <HUVLQLD'LDJQRVWLN LQ*HZHEHSUREHQYRPSHUVLVWHQWLQIL]LHUWHQ6FKZHLQ
 
 
2OLJRQXNOHRWLG 2OLJRQXNOHRWLG6HTXHQ] 5HIHUHQ]
\RS7II 5 -´ATGGACAGTATTCACGGACAC-3  ´
\RS7UU 5 -´TAAACCTCCTTGGAGTCA AAT G-3  ´
\RS7IZ 5 -´TATGTGCAATTGGATTT-3  ´
\RS7U 5 -´AATGATACATAGAATTTT- 3  ´
=LHOJHQ
 

 

 
ARNOLD et al.  
(2001) 

 
 
 
5HVWULNWLRQVHQGRQXNOHDVHQ
 
Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche doppelsträngige DNA an genau definierten 
Sequenzen spalten, die aus mindestens vier Basen bestehen und sich durch eine 
palindromische Struktur auszeichnen (bei einer palindromischen Struktur muss die 
Basensequenz in den beiden Einzelsträngen, jeweils vom 5'-Ende her gelesen, identisch sein). 
Erstmals beschrieben wurden Restriktionsendonukleasen von ARBER (1974). Die in dieser 
Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen sind in Tabelle 9 aufgeführt.  
 
7DEHOOH$XVJHZlKOWH5HVWULNWLRQVHQGRQXNOHDVHQDas Enzym Nde I spaltet das 443 bp 
große PCR-Produkt der invA II-PCR-Methode zum 6DOPRQHOOD-Nachweis und das Enzym  
Bcl I spaltet das 485 bp große PCR-Produkt der yopT II-PCR-Methode zum Nachweis von <
HQWHURFROLWLFD. 
 
 
(Q]\P 6FKQLWWVWHOOH $NWLYLWlWVWHPSHUDWXU

 1GH,
(Fa. Fermentas, St. Leon-Rot) 
 
   5  ´... CA  TATG ... 3  ´
   3  ´... GTAT  AC ... 5  ´
 
 
37 °C 
 
%FO,
(Fa. Fermentas, St. Leon-Rot) 
 
     5 …´T  GATCA … 3  ´
     3 …´ACTAG  T … 5  ´
 
             55 °C 

 
 
 
 
 
 
\RS7} }
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0HWKRGHQ
 
+HUVWHOOXQJYRQEDNWHULHOOHQ9HUGQQXQJVUHLKHQ

Um logarithmisch absteigende Verdünnungsreihen der in dieser Arbeit verwendeten 
Bakterienstämme (Tabelle 3) herstellen zu können, wurden Übernachtkulturen in einem 50 ml 
Kolben mit LB-Bouillon im Schüttelinkubator aerob bei der für den jeweiligen Keim 
spezifischen Temperatur (6DOPRQHOOD bei 37 °C, <HUVLQLD bei 28 °C) angesetzt.  
Zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl pro Milliliter Übernachtkultur wurde diese 1:100 in 
PBS in Reagenzröhrchen verdünnt und dann in einer Thoma-Zählkammer (Kammervolumen: 
0,00025 mm3) ausgewertet. Dazu wurden jeweils vier Kleinstquadrate aus fünf 
Großquadraten ausgezählt. Daraus erhält man fünf Werte, aus denen man den Mittelwert 
bildet, diesen mit 1x106 multipliziert und so die Gesamtkeimzahl der ausgezählten 
Verdünnungsstufe berechnet. Multipliziert man den Wert noch mit 100, erhält man die 
Gesamtkeimzahl der Ausgangskultur. Die Ausgangskultur wurde durch Verdünnung mit PBS 
je nach tatsächlicher Keimzahl auf 1011 GKZ/ml eingestellt. Dann wurde eine logarithmisch 
absteigende Verdünnungsreihe in Reagenzröhrchen mit PBS bis zu einer Gesamtkeimzahl 
von 100 einpipettiert. Dazu wurde jeweils 1 ml der vorausgehenden Verdünnungsstufe in 
jeweils 9 ml PBS überführt und diese Titration über die einzelnen Verdünnungsstufen bis zur 
höchsten Verdünnungsstufe weitergeführt. 
 
 
 
,QIHNWLRQVYHUVXFKH
 
Die Infektionsversuche fanden im voll klimatisierten Versuchstierstall des Institutes für 
Tierhygiene und Öffentliches Veterinärwesen an der Veterinärmedizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig statt (Tierversuchsvorhabens-Nr. 24/00, Regierungspräsidium Leipzig). 
Die Schweine wurden im Alter von sieben Wochen über eine Magensonde (Fa. Rüsch, 
Kernen) mit 6 Typhimurium DT104 bzw. < HQWHURFROLWLFD Bioserotyp 4/O:3 (Tabelle 3) 
infiziert (MARG et al., 2001). Für den Infektionsversuch mit 6. Typhimurium DT104 wurde 
die Übernachtkultur in LB-Bouillon auf 1x1011 KBE pro Infektionsdosis eingestellt. Für die 
Infektion mit <HQWHURFROLWLFDwurde eine Dosis von 1x1010 KBE aus einer Übernachtkultur 
gewählt. Die jeweiligen Keimzahlen wurde den Probanden in einem Gesamtvolumen von 20 
ml PBS verabreicht.  

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'LDJQRVWLNYRQ6DOPRQHOOD
 
.XOWXUHOOH'LDJQRVWLN

Die bakteriologische Untersuchung der Gewebeproben erfolgte in Anlehnung an die ISO 
6579. Dazu wurde das Organmaterial (Tabelle 6) steril entnommen, in Spiritus getaucht, 
äußerlich im Labor über einem Bunsenbrenner abgeflammt und jeweils 5 g in 25 ml Pepton-
Bouillon eingewogen. Anschließend wurde das Material bei höchster Stufe für 2 min im 
Stomacher 400 (Fa. Seward, London, UK) in einem Stomacherbeutel (Fa. Seward, London, 
UK) homogenisiert und dann bei 37 °C für 24 Stunden im Beutel aerob bebrütet. Danach 
wurden aus der Pepton-Bouillon-Voranreicherung zweimal 100 µl entnommen und in jeweils 
ein neues  Reagenzröhrchen mit 9,9 ml Rappaport-Vassiliadis (RV)-Medium überführt und 
für 24 Stunden bei 42 °C inkubiert. Beide Ansätze im RV-Medium wurden nach dem 
Bebrüten jeweils auf  XLD- und BPLS-Agarmedium mittels Glasstab ausgestrichen und bei 
37 °C für 24 Stunden inkubiert. Nach 24 Stunden wurden verdächtig erscheinende Kolonien 
mittels Objektträgerschnellagglutination bestätigt (Agglutinationsseren von der Firma Sifin, 
Berlin).  
 
 
 
'LDJQRVWLNPLWWHOV3&50HWKRGH
 
Für den spezifischen 6DOPRQHOOD Nachweis in Gewebeproben von Schlachtschweinen wurde 
ein etabliertes Oligonukleotidpaar ausgewählt und geprüft sowie ein neues konstruiert. Bei 
dem ausgewählten Oligonukleotidpaar handelte es sich um bereits in die Diagnostik 
eingeführte Sequenzen (Primer 139 und Primer 141, Tabelle 7), die 1992 von RAHN et al. 
entwickelt worden sind. In der DIN 10135 “ Verfahren zum Nachweis von Salmonellen mit 
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)“  sind sie als geeignetes Oligonukleotidpaar für den 
spezifischen Nachweis von 6DOPRQHOOD angegeben. Das Oligonukleotidpaar basiert auf einem 
Bereich nahe des 5 -´Endes des LQY$-Gens von 6 Typhimurium. Die Amplifikation liefert ein 
284 bp großes Produkt. Ein wesentlicher prinzipieller Nachteil dieser PCR-Methode ist, dass 
der Bereich am 5 -´Ende des LQY$-Gens von 6 Typhimurium hohe Übereinstimmungen mit 
bestimmten Bereichen des Genoms von (FROL besitzt.  
 
 
 
.RQVWUXNWLRQYRQ2OLJRQXNOHRWLGHQ
 
Ein auf dem 3 -´Ende des LQY$-Gens basierendes Oligonukleotidpaar wurde mit Hilfe des PC-
Programms “ Genrunner“  (Fa. Hastings Software, USA) solchermaßen konstruiert, dass 
entsprechende Überschneidungen mit Teilen des Genoms von ( FROL oder anderen in der 
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Gendatenbank enthaltenen Genomen bakterieller Erreger aus dem „ Multiple Alignment“  im 
Bereich des 3 -´Endes des LQY$-Gens von 6 Typhimurium nicht ersichtlich waren. Dieses neu 
entwickelte Oligonukleotidpaar (invA-sal-F1 und invA-sal-R1, Tabelle 7) amplifiziert ein 443 
bp großes Produkt im Bereich des 3 E´ndes des LQY$-Gens.  
Die Lokalisation des Amplifikationsbereiches der beiden PCR-Methoden innerhalb der LQY$-
kodierenden Region ist schematisiert in Abbildung 1 dargestellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
$EELOGXQJ6FKHPDWLVFKH'DUVWHOOXQJGHUXQWHUVFKLHGOLFKHQ$QVDW]SXQNWHGHULQY$,XQGLQY$,,3&50HWKRGHQDXIGHPLQY$*HQYRQ67\SKLPXULXP'7               
           Amplifikationsbereich der invA I-PCR-Methode  (Primer 139 und Primer 141),  
           Bereich höchster Sequenzidentität mit Teilen des (FROL-Genoms,      
           Amplifikationsbereich der invA II-PCR-Methode (Oligonukleotide invA-sal-F1 und 
invA-sal-R1)   
 

Bei der Konstruktion der Oligonukleotide für die invA II-PCR-Methode wurde insbesondere 
auf Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen geachtet, um die Spezifität des späteren 
Amplifikates mit Hilfe eines Restriktionsverdaus auch kontrollieren zu können. Zur 
Überprüfung der Spezifität des 443 bp großen Produktes wurde deshalb die 
Restriktionsendonuklease Nde I (Tabelle 9) ausgewählt. Sie spaltet das spezifische Produkt in 
zwei Amplifikate mit einer Größe von 247 bp sowie 196 bp . 
 
 
 
6SH]LILWlWVSUIXQJHQXQG6HQVLWLYLWlWVSUIXQJHQGHU3&50HWKRGHQ
 
Die Spezifitätsprüfung der beiden zum 6DOPRQHOOD-Nachweis eingesetzten PCR-Verfahren 
erfolgte anhand von Bakterien-Reinkulturen. Für die Spezifitätsprüfung wurden ausgewählte 
Referenzstämme und Feldisolate eingesetzt (Tabelle 13). Alle Stämme wurden, wie unter 
Abschnitt 3.2.1.2 beschrieben, angezüchtet. Jeweils eine Kolonie wurde mit einer Öse von der 
Agarmedium-Platte abgehebert und in 500 µl Aqua bidest. in einem 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäß (Fa. Eppendorf, Köln) zu einer homogenen Suspension vermischt. Die 
Suspension wurde dann bei 94 °C für 10 min im Wasserbad erhitzt, anschließend bei 13.000 x 
g für 5 min abzentrifugiert und bei 4 °C gelagert. Jeweils 3 µl des Überstandes wurden dann 
LQY$-Gen 
2176 bp 
 
 
443 bp 284 bp 
 371 bp   -   655 bp     1350 bp       -      1793 bp 
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als Template für jeden 50 µl großen PCR-Ansatz eingesetzt. Insgesamt wurden 12 
6DOPRQHOOD-Stämme getestet sowie 36 Nicht-6DOPRQHOOD-Spezies, welche durch ihr 
Vorkommen beim Schwein tierartspezifisch von diagnostischer Relevanz sind.  
Zum Vergleich der Sensitivität der invA I-PCR- und der invA II-PCR-Methode wurde eine 
logarithmische Verdünnungsreihe von 107 absteigend auf 100 GKZ/ml einpipettiert. Dafür 
wurde der als Infektionsstamm ausgewählte vom Schwein isolierte 6Typhimurium DT104-
Stamm verwendet. Von jeder Verdünnungsstufe wurde jeweils 1 ml in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäß überpipettiert und bei 13.000 x g für 5 min abzentrifugiert, der Überstand 
dann vorsichtig abpipettiert und verworfen. Das Pellet wurde anschließend in 1 ml Lysis-
Puffer, der sich aus 0,2 mg/ml ProteinaseK (Fa. AppliChem, Darmstadt) und 0,025 % Tween 
20 (Fa. Fluka Chemie, Steinheim) in Aqua bidest. zusammensetzt, bei 56 °C für 1 Stunde im 
Thermoblock (Fa. Uniequip, München) inkubiert. Zur Inaktivierung der ProteinaseK wurden 
die Eppendorf-Reaktionsgefäße anschließend direkt nach der Inkubation im Wasserbad für 10 
min auf 94 °C erhitzt und dann bei 13.000 x g für 5 min abzentrifugiert. Jeweils 3 µl des 
Überstandes wurden pro 50 µl PCR-Ansatz (3 µl Template-DNA und 47 µl Mastermix) 
zugesetzt.  
 
 
 
3&5%HGLQJXQJHQXQG$JDURVH*HOHOHNWURSKRUHVH
 
Bei dem für die PCR verwendeten Thermocycler handelte es sich um das Modell GeneAmp 
2400 PCR-System (Fa. Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim). Alle Reaktionen wurden in einem 
Volumen von 50 µl pro PCR-Ansatz in 200 µl PCR-Reaktionsgefäßen (Fa. Peqlab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen) durchgeführt. Jeder PCR-Ansatz setzte sich aus je 5 µl 10 x 
PCR-Reaktionspuffer (Fa. Roche, Mannheim), 5 µl 2 mM dNTP-Mix (Fa. Hybaid, Franklin), 
10 pmol von jedem Primer (Fa. VBC-Genomics, Wien, Österreich) sowie 3 µl bzw. 10 µl 
Template und dementsprechend 34,8 µl bzw. 27,8 µl Aqua bidest. zusammen.  
Bei jedem Reaktionsansatz wurde eine Positiv- sowie eine Negativ-Kontrolle mitgeführt. In 
der Positiv-Kontrolle wurde als Template reine DNA des Infektionsstammes 6Typhimurium 
DT104 eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle diente ein PCR-Ansatz wie oben beschrieben nur 
ohne Template. 
Nach Optimierung der PCR-Bedingungen ergaben sich für die beiden Oligonukleotidpaare 
die in Tabelle 10 aufgeführten Verfahrensschritte. Die Optimierung der Annealing-
Temperatur ging in jedem Fall von der berechneten Temperatur aus. Als Richtwert wurde die 
Annealing-Temperatur aus der Basenzusammensetzung der Oligonukleotide nach folgender 
Formel berechet (LAZAR, 1993): 
 
*&[&7$[& 7HPSHUDWXULQ&

*= Guanin  & = Cytosin  7 = Thymin  $ = Adenin 
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Die von RAHN et al. (1992) für ihre PCR-Methode angegebenen Zyklusbedingungen mit 
einem vorangestellten Inkubations-Schritt von 72 °C für 7 min, gefolgt von 35 Zyklen mit 
jeweils 1 min Denaturierung bei 94 °C, 2 min Annealing bei 53 °C und 3 min Extension bei 
72 °C sowie abschließendem Inkubationsschritt für 7 min bei 72 °C wurden anhand von 17 
Bakterien-Reinkulturen (9 x 6DOPRQHOODSerovare, < HQWHURFROLWLFD, < SVHXGRWXEHUFXORVLV, 
(QWHURFRFFXV IDHFDOLV, 3 x (VFKHULFKLD FROL, 3VHXGRPRQDV DHUXJLQRVD, 3URWHXV PLUDELOLV) 
optimiert.  
Die in Tabelle 10 aufgeführten PCR-Bedingungen begannen jeweils mit einem 
Denaturierungsschritt von 5 min und endeten in einem finalen Extensionschritt von 7 min.  
Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte wurde in einem 2 %igen (v/v) 
Agarose-Gel durchgeführt. Dazu wurden 4 g Agarose (Fa. Life Technologies, Paisley, 
Schottland) mit 200 ml TBE-Puffer gemischt, im Mikrowellenherd verflüssigt und davon 30 
ml in die Gelkammer (Fa. Biorad, München) gegossen. Für die Elektrophorese wurde die 
Gelkammer mit jeweils 350 ml TBE-Puffer befüllt.  
 
7DEHOOH=\NOXVEHGLQJXQJHQGHU]XP1DFKZHLVYRQ6DOPRQHOOHQHLQJHVHW]WHQ3&5
0HWKRGHQLQY$,XQGLQY$,,
 
6SH]LILVFKHU1DFKZHLV
YRQ
%H]HLFKQXQJGHU3&5
0HWKRGH2OLJRQXNOHRWLGH
3&5%HGLQJXQJHQ


LQY$,-PCR Methode 
 
Primer 139 
Primer 141 
 
 
Denaturierung :  30 sec., 94 °C  
Annealing        :  30 sec., 64 °C 
Extension        :  30 sec., 72 °C 
 
Zyklenzahl       :  35 Zyklen 
 






6DOPRQHOODSpezies  
 
 
 
 
 
LQY$,,-PCR Methode 
 
invA-sal-F1 
invA-sal-R1 
 
 
Denaturierung :  30 sec., 94 °C 
Annealing        :  30 sec., 54 °C 
Extension        :  30 sec., 72 °C 
 
Zyklenzahl       :   35 Zyklen 
 
 
Zum Auftragen der PCR-Produkte wurden 2 µl DNA-Auftragspuffer (Fa. Peqlab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen) pro PCR-Probe auf ein Stück Parafilm (Fa. Nippon Shoji 
Kaisha Ltd., Osaka, Japan) pipettiert und anschließend mit 10 µl des Amplifikates vermischt. 
Die jeweiligen Proben und jeweils 3 µl 100 bp-Längenstandard (Fa. Peqlab) Biotechnologie 
GmbH, Erlangen) wurden in die Taschen des Gels überführt und 30 min bei einer Spannung 
von 140 V aufgetrennt. Nach Färbung des Agarosegels im Ethidiumbromid-Bad (0,25 µg 
Ethidiumbromid (Fa. Amresco, Solon, Ohio, USA) pro Milliliter Aqua bidest.) für 15 min und 
anschließendem Wässern in Aqua bidest. für 10 min wurden die DNA-Fragmente mit UV-
Licht der Wellenlänge 254 nm in einem Geldokumentationssystem (Gel Doc 2000 der Fa. 
Biorad, München) sichtbar gemacht und dokumentiert. Die Länge der DNA-Fragmente aus 
}
}
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den PCRs wurde für jedes Gel durch den Vergleich mit dem 100 bp-Längenstandard 
bestimmt. 
 
 
 
8QWHUVXFKXQJYRQ*HZHEHSUREHQDXI6DOPRQHOODPLWWHOV3&5

Die Untersuchung der Gewebeproben auf 6DOPRQHOOD mit der PCR erfolgte in Anlehnung an 
die DIN 10135. Wie unter 3.2.2.1 bereits beschrieben, standen 84 Gewebeproben für einen 
ersten Versuch zur Verfügung. Bei diesen Proben wurde nach 24 stündiger Anreicherung in 
Pepton-Bouillon 1 ml in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß abpipettiert, und, wie in 
Abbildung 2 beschrieben, aufbereitet. Die Entnahme der Probe für die PCR-Diagnostik 
erfolgte immer aus dem Anreicherungsmedium für den Kulturversuch. 
Jeweils 10 µl des Überstandes nach der DNA-Extraktion aus der Voranreicherung wurden als 
Template im 50 µl PCR-Ansatz eingesetzt. Der PCR-Ansatz setzte sich wie unter Absatz 
3.3.3.2.3 beschrieben zusammen. In der ersten Untersuchung von 84 Gewebeproben nach 
Pepton-Anreicherung wurde nur die invA I-PCR-Methode eingesetzt. 
 
Der Untersuchungsgang bei den 336 Gewebeproben aus dem zweiten Infektionsversuch 
unterschied sich von dem in der ersten Versuchsreihe, da Erkenntnisse aus dem ersten 
Infektionsversuch genutzt wurden, um eine der beiden PCR-Verfahren (invA I und invA II) 
zum Nachweis von 6 Typhimurium hinsichtlich Sensitivität und Spezifität zu optimieren. Es 
konnte im Vorversuch gezeigt werden, dass nach alleiniger Anreicherung in Pepton-Bouillon 
nur in einigen Organen die gleiche Sensitivität wie mit dem Kulturversuch erreicht werden 
konnte. Aus diesem Grund wurden die Organe nicht nur nach 24 stündiger Anreicherung in 
Pepton-Bouillon mittels PCR untersucht, sondern auch nach kombinierter Anreicherung in 
Pepton-Bouillon und RV-Medium für weitere 48 Stunden, um dadurch die Sensitivität des 
Verfahrens zu erhöhen.  
Von den Gewebeproben des zweiten Versuches wurde deshalb 1 ml aus der Pepton-
Anreicherung in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Zusätzlich wurden 
aus den parallelen Ansätzen des RV-Mediums für den Kulturversuch jeweils 500 µl 
abgenommen und die Aliquots in einem sterilen 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß 
zusammengeführt. Die Entnahme der Probe für die PCR-Diagnostik erfolgte aus den 
Anreicherungen für die Bakteriologie. Die Aufbereitung der Probe nach Pepton-Anreicherung 
erfolgte wie in Abbildung 2 beschrieben. Bei der  Probe aus der RV-Anreicherung wurde 
allerdings der erste Zentrifugationsschritt weggelassen. Dieser Zentrifugationsschritt erwies 
sich nur für diejenigen Fälle erforderlich, bei denen grobe Schwebstoffe aus der Anreicherung 
zu entfernen waren. Da dies aber in der RV-Anreicherung nicht der Fall war, wurde auf 
diesen Zentrifugationsschritt verzichtet.  
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$EELOGXQJ  6FKULWWGLDJUDPP IU GLH '1$([WUDNWLRQ DXV *HZHEHSUREHQ YRPSHUVLVWHQW LQIL]LHUWHQ 6FKZHLQ QDFK YRUDQJHJDQJHQHU NXOWXUHOOHU $QUHLFKHUXQJ Die 
Abbildung zeigt verschiedene Zentrifugationschritte mit abschließendem ProteinaseK–
Verdau zur DNA-Extraktion für den Einsatz in der PCR-Diagnostik von 6DOPRQHOOD und <
HQWHURFROLWLFD.  
 
Da die invA I-PCR national (DIN 10135) und auch international (EU-Projekt :“ FOOD-PCR“  
unter folgender Internet-Adresse: http://www.pcr.dk) als eine Standardmethode anerkannt ist, 
wurden die Gewebeproben zuerst mittels dieser PCR-Methode nach 24stündiger 
Anreicherung in Pepton-Bouillon und nach 48stündiger kombinierter Anreicherung in 
Pepton-Bouillon und RV-Medium untersucht. Es wurden also insgesamt 672 PCRs mit der 
invA I-PCR durchgeführt. 
Die Untersuchung der Proben nach Pepton-Anreicherung wurde mit dem Oligonukleotidpaar 
invA I durchgeführt. Bei bestimmten Proben nach kombinierter Pepton-RV-Anreicherung 
Überstand wird bei 10.000 x g für 10 min 
zentrifugiert, der neue Überstand verworfen 
und das Pellet in 1 ml PBS resuspendiert, 
zweimalige Wiederholung 
Pellet wird in 200 µl Lysis-Puffer mit 
ProteinaseK resuspendiert und bei 56 °C für  
1 h inkubiert 
Erhitzung des Reaktionsgefäßes auf  94 °C 
für 10 min zur Inaktivierung der ProteinaseK 
Zentrifugation bei 13.000 x g für 5 min und 
Einsatz von 10 µl Überstand im 50 µl PCR-
Ansatz 
1 ml Probe wird für 3 min bei 300 x g in einem  
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß 
zentrifugiert, der Überstand wird in ein neues 
Eppendorf-Reaktionsgefäß 
überführt und das Pellet verworfen 
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wurde zusätzlich mit der invA II-PCR-Methode untersucht, da vermeintlich falsch-positive 
Produkte bei der invA I-PCR amplifiziert wurden.  
Der Nachweis des jeweiligen Amplifikates erfolgte durch Elektrophorese in einem 2 %igen 
(v/v) Agarose-Gel und anschließender Färbung im Ethidiumbromid-Bad wie unter Absatz 
3.3.3.2.3 beschrieben. 
Ein regelmäßig in der invA I-PCR-Methode auftretendes unspezifisches PCR-Produkt wurde 
mittels PCR-Purification-Kit (Fa. Qiagen, Hilden) gereinigt, um daraufhin dessen DNA-
Sequenz bestimmen zu lassen. Die Ermittlung der Nukleotid-Sequenz erfolgt nach der 
Dideoxy-Kettenabbruch-Methode von SANGER et al. (1977) und wurde mit einem LI-COR 
DNA-Sequenzierer, Model 4000 im Auftrag durchgeführt (Fa. VBC-Genomics, Wien, 
Österreich). Die Sequenz wurde schließlich mit der Computersoftware Wisconsin (Version 
8.1, UNIX) analysiert.  
Die Amplifikate der invA II-PCR-Methode wurden mit der Restriktionsendonuklease Nde I 
(Tabelle 9) hinsichtlich ihrer Spezifität überprüft. Der 20 µl-Ansatz für den 
Restriktionsverdau setzte sich jeweils aus 3,5 µl Puffer R+ (Fa. Fermentas, St. Leon Rot), 1,7 
µl Enzym Nde I (10 units/µl), 3,5 µl PCR-Produkt und 11,3 Aqua bidest. zusammen. Der 
Ansatz wurde bei 37 °C für 1,5 Stunden in einem 200 µl PCR-Reaktionsgefäß im 
Thermocycler inkubiert. Nach der Elektrophorese im 2 %igen (v/v) Agarose-Gel und 
anschließender Färbung im Ethidiumbromidbad, wie oben beschrieben, konnten die 
Fragmente ebenfalls in ihrer Größe mit dem Längenstandard verglichen werden.   
 
 
 
'LDJQRVWLNYRQ<HQWHURFROLWLFD
 
.XOWXUHOOH'LDJQRVWLN
 
Jede der von den experimentell infizierten Schweinen entnommene Gewebeprobe (siehe 
Abschnitt 3.2.2.2) wurde in Spiritus getaucht und dann äußerlich über einem Bunsenbrenner 
abgeflammt. Jeweils 5 g wurden in kleinen Stücken in 25 ml PBS in einem Stomacher-Beutel 
für 2 min bei höchster Stufe homogenisiert. Ein Milliliter der homogenisierten Suspension 
wurde dann in einen Kolben mit 24 ml ITC-Bouillon überführt und für 48 Stunden bei 28 °C 
bebrütet. Danach wurde ein Glasstab voll des Materials auf CIN-Agarmedium ausgestrichen 
und ebenfalls für 48 Stunden bei 28 °C aerob bebrütet. Eine Spezifitätsprüfung per 
Objektträgerschnellagglutination der < HQWHURFROLWLFD verdächtigen Kolonien auf dem CIN-
Agarmedium erfolgte mit einem spezifischen Antiserum gegen das < HQWHURFROLWLFD
Bioserovar 4/O:3 (DSM 13030)-Infektionsstamm. Das spezifische Agglutinationsserum 
wurde am Institut für Tierhygiene und Öffentliches Veterinärwesen nach ALÉKSIC und 
BOCKEMÜHL (1984) im Kaninchen für diese Arbeit entwickelt.  
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'LDJQRVWLNPLWWHOV3&50HWKRGH
 
Um ein für < HQWHURFROLWLFD spezifisches PCR-Verfahren, das auf dem \RS7-Gen des 
Virulenzplasmids von <HQWHURFROWLFDbasieren sollte, entwickeln zu können, musste in einem 
ersten Schritt der Nachweis des \RS7Gens bei allen pathogenen <HUVLQLDSpezies erfolgen. 
Erst dann war es möglich, ein zweites Oligonukleotidpaar für den spezifischen Nachweis von 
pathogenen <HQWHURFROLWFDIsolaten zu konstruieren. 
 


1DFKZHLVGHV\RS7*HQVEHLSDWKRJHQHQ<HUVLQLHQ
 
Bis zum Beginn der vorliegenden Arbeit war nur die Sequenz des \RS7-Gens von <
HQWHURFROLWLFD und < SHVWLV bekannt. Mit Hilfe der vorhandenen Sequenzen des \RS7-Gens 
von < HQWHURFROLWLFD und < SHVWLV in der Gen-Datenbank des „ National Center for 
Biotechnology Information“  (NCBI) sowie unter Nutzung des PC-Programmes “ Genrunner“  
wurde ein für das \RS7-Gen dieser beiden Spezies spezifisches Oligonukleotidpaar (yopT-ff1 
und yopT-rr1, Tabelle 8) konstruiert. Dieses Oligonukleotidpaar ermöglichte die 
Amplifikation des 969 bp großen \RS7-Gens auf dem Virulenzplasmid von Yersinien.
Insgesamt 70 <HUVLQLD-Stämme wurden auf das Vorhandensein des \RS7-Gens getestet. Die 
Präparation der DNA der ausgewählten Stämme erfolgte wie unter Absatz 3.3.3.2.2 für 
6DOPRQHOOD-Reinkulturen beschrieben. Im 50 µl PCR-Ansatz wurden anteilig 3 µl des 
Überstandes als Template eingesetzt. Der PCR-Ansatz setzte sich wie unter Absatz 3.3.3.2.3 
aufgeführt zusammen. Die PCR-Bedingungen sind in Tabelle 11 angegeben. 
Das 969 bp große Amplifikat wurde durch Elektrophorese in einem 1 %igen (v/v) Agarose-
Gel und anschließender Färbung im Ethidiumbromid-Bad nachgewiesen. 
Ein Amplifikat eines plasmidtragenden <SVHXGRWXEHUFXORVLV-Stammes wurde mittels PCR-
Purification-Kit gereinigt, um eine Sequenzierung durchführen lassen zu können. Die 
Ermittlung der Nukleotid-Sequenz wurde im Auftrag von der Fa. Genomics, Wien, wie in 
Absatz 3.3.3.2.4 beschrieben, vorgenommen.  
 
 
 
.RQVWUXNWLRQYRQ2OLJRQXNOHRWLGHQ
 
Mit den Informationen aus der DNA-Datenbank des NCBI, den Ergebnissen aus der 
Sequenzierung des \RS7-PCR-Produktes von <SVHXGRWXEHUFXORVLV und dem PC-Programm 
ClustalW 1.8. (NCBI) konnte ein „ Multiple Alignment“  der \RS7-Region von allen drei 
plasmidtragenden und medizinisch bedeutsamen <HUVLQLD-Spezies (< HQWHURFROLWLFD <
SVHXGRWXEHUFXORVLV<SHVWLV) durchgeführt werden. Aufbauend auf spezifischen Mismatches 
innerhalb des \RS7-Gens (Abbildung 3) zwischen den drei plasmidtragenden Spezies wurde 
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mit Hilfe des PC-Programms “ Genrunner“  die Konstruktion spezifischer Oligonukleotide 
(yopT-fw1 und yopT-r1) für die Amplifikation eines Bereiches des \RS7-Gens von 
pathogenen <HQWHURFROLWLFD-Isolaten möglich.  
Mit Hilfe des neu konstruierten Oligonukleotidpaares konnte ein spezifisches, 485 bp großes 
Produkt des \RS7-Gens auf dem Virulenzplasmid von pathogenen < HQWHURFROLWLFD 
amplifiziert werden.  
 
 


$EELOGXQJ  3DUWLHOOHV $OLJQPHQW GHV \RS7*HQV GHU GUHL SDWKRJHQHQ <HUVLQLD6SH]LHVDie für die Konstruktion spezifischer Oligonukleotide für pathogene <HQWHURFROLWFD 
wichtigen Mismatsches sind durch fehlende Striche zwischen den Basen gekennzeichnet. 
 

Der Ansatzpunkt der yopT II-PCR auf dem \RS7-Gen des Virulenzplasmids von pathogenen 
<HQWHURFROLWLFD ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt. 
Das Oligonukleotidpaar yopT II wurde so ausgewählt, dass das Amplifikat eine Schnittstelle 
für eine Restriktionsendonuklease besitzt, um gegebenenfalls eine Spezifitätsprüfung zu 
ermöglichen. Für das 485 bp große Amplifikat der yopT II-PCR wurde die 
Restriktionsendonuklease Bcl I (Tabelle 9) ausgewählt. Diese spaltet das spezifische Produkt 
in zwei Amplifikate mit einer Größe von 247 bp sowie 196 bp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
$EELOGXQJ6FKHPDWLVFKH'DUVWHOOXQJGHV$QVDW]SXQNWHVGHU\RS7,,3&50HWKRGH
DXIGHP\RS7*HQGHV9LUXOHQ]SODVPLGVYRQ<HQWHURFROLWLFD.               
          Amplifikationsbereich der yopT II-PCR (Oligonukleotide yopT fw1 und yopT r1) 


3&5%HGLQJXQJHQ
 
   Y. enterocolitica      5´- tatgtgcacattgg-attt    ........  aaaattctatgtatcatt - 3`  
                           |||||||||||||| ||                  ||||||||||||||||  
Y. pestis              5´- tatgtgcacattgg-atca    ........  gtaattctatgtatcatt - 3` 
                           |||||||||||||| ||||               |||||||||||||||||| 
Y. pseudotuberculosis  5´- tatgtgcacattgggatca    ........  ataattctatgtatcatt - 3`       
 
485 bp 
 
425 bp     -             910 bp 
\RS7Gen 
969 bp 
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Die PCR-Reaktionen wurden im gleichen Thermocycler und mit jeweils 50 µl Volumen 
umfassenden Ansätzen gleicher Zusammensetzung wie unter Absatz 3.3.3.2.3 beschrieben 
durchgeführt. Bei jedem PCR-Ansatz wurden Positiv- und Negativ-Kontrollen mitgeführt. In 
der Positiv-Kontrolle wurde als Template DNA des <HQWHURFOLWLFD Bioserotyp 4/O:3 (DSM 
13030)-Infektionsstammes eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle diente ein PCR-Ansatz wie 
unter Absatz 3.3.3.2.3 beschrieben nur ohne Template. 
Nach Optimierung der PCR-Bedingungen ergaben sich für die neu konstruierten 
Oligonukleotidpaare die in Tabelle 11 aufgeführten Bedingungen. Allen PCR-Zyklen ging ein 
Denaturierungsschritt von 5 min voraus und es schloß sich ein jeweils finaler Extensionschritt 
von 7 min an.  
 
7DEHOOH  =\NOXVEHGLQJXQJHQ GHU ]XP 1DFKZHLV YRQ SODVPLGWUDJHQGHQ <HUVLQLD
6SH]LHV XQG YRQ SODVPLGWUDJHQGHQ < HQWHURFROLWLFD HLQJHVHW]WHQ 3&50HWKRGHQ
\RS7,XQG\RS7,,
 
6SH]LILVFKHU1DFKZHLV
YRQ
%H]HLFKQXQJGHU3&5
0HWKRGH2OLJRQXNOHRWLGH

3&5%HGLQJXQJHQ
 
 
 
plasmidtragenden
<HUVLQLD-Spezies (p+)1 
\RS7,-PCR-Methode 
 
yopT-ff1 
yopT-rr1 
 
 
Denaturierung :  80 sec., 94 °C 
Annealing        :  40 sec., 59 °C 
Extension        :  80 sec., 72 °C 
 
Zyklenzahl       :  30 Zyklen 
 
 
plasmidtragenden
<HUVLQLDHQWHURFROLWLFD (p+) 
\RS7,,-PCR-Methode 
 
yopT-fw1 
yopT-r1 
 
 
Denaturierung :  60 sec., 94 °C 
Annealing        :  40 sec., 43 °C 
Extension        :  60 sec., 72 °C 
 
Zyklenzahl       :  35 Zyklen 
  
   1p+, plasmidtragendes Isolat 
 
 
 
6SH]LILWlWVSUIXQJXQG6HQVLWLYLWlWVSUIXQJGHU3&50HWKRGH
 
Die Spezifitätsprüfung anhand von Reinkulturen erfolgt wie unter Absatz 3.3.3.2.2 
beschrieben. Zur Spezifitätsprüfung der für pathogene < HQWHURFROLWLFDIsolate gewählten 
PCR-Methode wurden insgesamt 196 <HUVLQLD-Stämme getestet. Weiterhin wurden 14 Nicht-
<HUVLQLD-Stämme, die in Proben aus Schweinen eine Rolle spielen können bzw. als mögliche 
Kontaminationen der Proben von Bedeutung sind, geprüft. 
Um auch < SHVWLV %XUNKROGHULDPDOOHL %XUNKROGHULD SVHXGRPDOOHL %UXFHOOD DERUWXV und 
)UDQFLVHOOD WXODUHQVLV in die Spezifitätsprüfung mit einbeziehen zu können, stand DNA von 
hitzeinaktivierten Stämmen zur Verfügung (dankenswerterweise bereitgestellt von Herrn Dr. 
}
}
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Neubauer, Institut für Mikrobiologie der Sanitätsakademie der Bundeswehr, Neuherberg, 
München). 
 
Für die Herstellung der Verdünnungsreihen anlässlich der Sensitivitätsprüfung der yopT II-
PCR wurde der Infektionsstamm <HQWHURFROLWLFD Bioserotyp 4/O:3 (DSM 13030) verwendet. 
Die Herstellung der Verdünnungsreihen erfolgte wie unter Absatz 3.3.1 und die Aufbereitung 
der einzelnen Verdünnungsstufen wie unter Absatz 3.3.3.2.2 erläutert. 
 
 
 
1DFKZHLVLQJH]LHOWNRQWDPLQLHUWHP8QWHUVXFKXQJVPDWHULDO

Zur Herstellung von gezielt kontaminierten, sogenannten „ gespikten“  Faecesproben vom 
Schwein wurde Schweine-Faeces zunächst durch die kulturellen Methoden nach ISO 10273 
auf das Vorhandensein von <HUVLQLD-Spezies untersucht. Faecesproben, die durch 
bakteriologische Untersuchungen als <HUVLQLD-negativ getestet worden waren, wurden zur 
Herstellung von gezielt kontaminierten Proben herangezogen. Jeweils 3 g der Faecesprobe 
wurden mit 3 ml einer logarithmisch absteigenden Verdünnungsreihe von 109 bis 100 GKZ <
HQWHURFROLWLFD (DSM 13030) pro ml in einem Stomacherbeutel suspendiert und in einem 
Stomacher 400 bei höchster Stufe für 2 min homogenisiert.  
  
Um gezielt kontaminiertes Lmyphgewebe herstellen zu können, wurden Proben von den 
Tonsillen und Mandibularlymphknoten von Schlachtschweinen verwendet. Die 
Vorgehensweise beim Kontaminieren des Lymphgewebes entsprach dem Vorgehen bei 
gezielt kontaminierten Faecesproben.  
 
Die gespikten Faecesproben vom Schwein wurden dann nach vier verschiedenen Methoden 
behandelt. Für die Probenaufbereitung wurde bei jeder Methode jeweils 1 ml des 
kontaminierten Materials verwendet. Die Aufbereitung der Suspension erfolgte (i) durch eine 
Kombination verschiedener Zentrifugationsschritte mit finalem ProteinaseK-Verdau in Lysis-
Puffer, (ii) mittels des kommerziell erhältlichen QIAamp DNA-Stool-Mini-Kit (Fa. Qiagen, 
Hilden), (iii) durch eine nicht selektive Voranreicherung in LB-Bouillon mit anschließenden 
Zentrifugationsschritten sowie ProteinaseK-Verdau in Lysis-Puffer und (iv) durch selektive 
Voranreicherung in Oßmer-Bouillon mit sich anschließenden Zentrifugationsschritten und 
ProteinaseK-Verdau in Lysis-Puffer.  
 
Die erste Aufbereitungsmethode der kontaminierten Faecesproben durch eine Kombination 
verschiedener Zentrifugationsschritte und ProteinaseK-Verdau in Lysis-Puffer erfolgte 
jeweils ohne Voranreicherung nach dem in Abbildung 2 gezeigten Schrittdiagramm. 
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Als zweite Methode zur Probenaufbereitung wurde der QIAamp DNA-Stool-Mini-Kit 
verwendet. Das Prinzip des Kits beruht auf der Bindung der in großen Mengen in der Faeces 
vorkommenden, inhibitorischen Substanzen durch das sogenannte InhibitEx und beinhaltet 
eine abschließende Lyse der Zellen mittels ProteinaseK. Danach folgt eine Absorbtion der 
DNA an eine Silikamembran und die Entfernung von Verunreinigungen durch mehrere 
Waschschritte mit speziellen mitgelieferten Puffern. Die Elution der DNA aus der 
Silikamembran erfolgt abschließend durch Aqua bidest. oder einen speziellen Puffer, welcher 
ebenfalls im Kit enthalten ist. Die Aufbereitung der Proben mit dem QIAamp DNA-Stool-
Mini-Kit erfolgte jeweils entsprechend dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll.  
 
Bei den beiden folgenden Aufbereitungsmethoden handelte es sich jeweils um einen der 
DNA-Extraktion vorgeschalteten Anreicherungsschritt. Die Anreicherung erfolgte 
vergleichend mit einer nicht selektiven LB-Bouillon und einer selektiven <HUVLQLD-Bouillon 
nach Oßmer. Dafür war jeweils 1 ml der homogenisierten, gezielt kontaminierten 
Faecesprobe in ein Reagenzglas mit 9 ml LB- oder 9 ml Oßmer-Bouillon überführt und 
jeweils bei 28 °C aerob bebrütet worden. Jeweils 1 ml Probe aus jeder der beiden 
Anreicherungen wurde nach 2, 4, 6 und 24stündiger Anreicherung mit einer Pipette 
entnommen, in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und nach gleichem Schema, 
wie in Abbildung 2 gezeigt, behandelt.  
Die gezielt mit < HQWHURFROLWLFD (DSM 13030) kontaminierten Lymphknoten vom Schwein 
wurden nur in LB-Bouillon angereichert. Diese Untersuchung wurde nach gleichem Prinzip 
wie oben, aber im Doppelansatz mit Proben von Tonsillen und Mandibularlymphknoten vom 
Schwein durchgeführt. Dazu wurde 1 ml des kontaminierten und homogenisierten 
Lymphknotengewebes in 9 ml LB-Bouillon in einem Reagenzglas angesetzt und bei 28 °C 
aerob bebrütet. Eine Entnahme von 1 ml Anreicherungsmedium zur DNA-Extraktion erfolgte 
nach 6, 12 und 24 Stunden. Nach der Entnahme der Proben wurden sie zwecks DNA-
Extraktion nach dem in Abbildung 2 gezeigten Schrittdiagramm behandelt. 
 
 
 
8QWHUVXFKXQJYRQ*HZHEHSUREHQDXI<HQWHURFROLWLFD

Aus der homogenisierten Suspension jeder Gewebeprobe, die für die bakteriologische 
Untersuchung in PBS im Stomacher 400 hergestellt worden war, wurde 1 ml in 9 ml LB-
Bouillon überführt und für 48 Stunden bei 28 °C aerob bebrütet. Nach 24 Stunden und nach 
48 Stunden wurde jeweils 1 ml in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Jede Probe 
wurde wie in Abbildung 2 gezeigt, für die PCR aufbereitet. Der PCR-Ansatz setzte sich 
ebenfalls, wie in Absatz 3.3.3.2.3 dargestellt, zusammen. Es wurde die yopT II-PCR-Methode 
mit der Oligonukleotidkombination yopT-fw1 und yopT-r1 unter den in Tabelle 11 
angegebenen Bedingungen angewendet. Der Nachweis des 485 bp großen Amplifikates 
erfolgte wie unter Absatz 3.3.3.2.3 beschrieben.  
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Die Spezifitätsprüfung der Amplifikate der yopT II-PCR wurde mit der 
Restriktionsendonuklease Bcl I (Tabelle 9) durchgeführt. Der 20 µl Ansatz für den 
Restriktionsverdau setzte sich jeweils aus 1 µl Bcl I (10u/µl) (Fa. Fermentas, St. Leon Rot), 2 
µl Puffer G+ (Fa. Fermentas, St. Leon Rot), 5 µl PCR-Produkt und 12 µl Aqua bidest. 
zusammen. Der Ansatz wurde bei 55 °C für 1,5 Stunden in einem 200 µl PCR-
Reaktionsgefäß im Thermocycler inkubiert. Der sich anschließende Nachweis der Produkte 
wurde ebenfalls, wie unter Absatz 3.3.3.2.3 beschrieben, in einem 2 %igen (v/v) Agarose-Gel 
elektrophoretisch geführt.  
 
 
 
6WDELOLWlWVSUIXQJGHU3&53URGXNWHYRQ<HQWHURFROLWLFD
 
Um das Vorkommen und die Aktivität einer eventuell vorhandenen DNase bei dem in dieser 
Arbeit eingesetztem Referenzstamm zu überprüfen und damit falsch negative PCR-
Ergebnisse ausschließen zu können, wurde jeweils eine < HQWHURFROLWLFD (DSM 13030)-
Einzelkolonie von einem festen Nähragar I-Medium mit einer Impföse abgehebert und in 
einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß in 200 µl Aqua bidest. sowie eine weitere Kolonie in 
einem 1,5 ml fassenden Eppendorf-Reaktionsgefäß in 200 µl Lysis-Puffer, dem ProteinaseK 
zugesetzt war, resuspendiert. Das Eppendorf-Reaktionsgefäß mit der in Aqua bidest. 
suspendierten Kolonie wurde für 10 min bei 94 °C im Wasserbad erhitzt, bei 13.000 x g für 5 
min abzentrifugiert und dann 3 µl des Überstandes im 50 µl fassenden PCR-Ansatz 
eingesetzt.  
Der zweite Ansatz mit der in Lysis-Puffer suspendierten Kolonie wurde für 1 Stunde bei 56 
°C inkubiert, dann bei 94 °C für 10 min im Wasserbad erhitzt, bei 13.000 x g für 5 min 
abzentrifugiert und dann ebenfalls 3 µl des Überstandes in einem 50 µl umfassenden PCR-
Ansatz eingesetzt.    
Die beschriebenen PCR-Ansätze enthielten das Oligonukleotidpaar der yopT I-PCR-Methode. 
Deshalb wurde die PCR dann unter den in Tabelle 11 für dieses Oligonukleotidpaar 
aufgeführten Zyklusbedingungen durchgeführt.  
Nach Abschluss der PCR-Zyklen wurden aus den PCR-Tubes jeweils 10 µl entnommen, in 
ein neues 200 µl PCR-Reaktionsgefäß überführt, 1 µl 150 mM Ethylendiamintetraessigsäure-
EDTA (Fa. AppliChem, Darmstadt)-Lösung dazu pipettiert und für 6 Stunden bei 4 °C im 
Thermocycler gelagert.  
Die restlichen 40 µl der beiden PCR-Ansätze wurden ebenfalls bei 4 °C im Thermocycler 
gelagert.  Stündlich bis zu 6 Stunden und nach 4 ½ und 5 ½ Stunden wurden jeweils 5 µl 
entnommen und in ein neues PCR-Reaktionsgefäß überpipettiert, dann sofort in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und bei –21 °C gelagert. Nachdem alle Proben abpipettiert waren, 
wurden alle 5 µl-Proben, die zu den definierten Probenahmezeitpunkten abpipettiert worden 
sind, aufgetaut, jeweils mit 1,5 µl DNA-Auftragspuffer vermischt und auf ein 1 %iges (v/v) 
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Agarose-Gel aufgetragen. Der Nachweis der Amplifikate erfolgt wie unter Absatz 3.3.3.2.3  
beschrieben.  
 
 
 
$XVZHUWXQJ

Um eine Aussage über die diagnostische Eignung der eingesetzten PCR-Methoden zum 
Nachweis von 6DOPRQHOOD und < HQWHURFROLWLFD treffen zu können, wurde die diagnostische 
Sicherheit der verschiedenen Testsysteme mittels der Vierfeldertafel (Tabelle 12) 
charakterisiert. Die Auswertung erfolgte durch Berechnung der Sensitivität [a/(a+c)] und 
Spezifität [d/(b+d)]. 
 
7DEHOOH3ULQ]LSGHU9LHUIHOGHUWDIHO]XU(YDOXLHUXQJYRQ7HVWV\VWHPHQ

  5HIHUHQ]WHVWKLHU.XOWXUHOOHU%HIXQG  
  
3RVLWLY

1HJDWLY
 
Summe 

3RVLWLY

D

E
 
a+b 
7H
VWH
UJH
EQ
LV 
GH
U3
&5


1HJDWLY

F

G
 
c+d 
 Summe a + c b + d N = a+b+c+d 
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(5*(%1,66(
 
'LDJQRVWLNYRQ6DOPRQHOOD
 
'LDJQRVWLNYRQ67\SKLPXULXP'7LQLQIL]LHUWHQ0HLVKDQ6FKZHLQHQ

In einem ersten Versuch wurden 84 Gewebeproben von sechs infizierten Meishan-Schweinen 
gewonnen. Die Gewebeproben wurden zum Zeitpunkt der Schlachtung steril entnommen und 
mittels Kulturversuch nach ISO 6579 und vergleichend mittels invA I-PCR-Methode nach 
24stündiger Pepton-Anreicherung untersucht.  
Die kulturelle Untersuchung der Proben ergab, dass es Gewebe gibt, in denen bei sämtlichen 
Tieren 6 Typhimurium nachgewiesen werden konnte. Bei diesen Organen handelte es sich 
um Mandibularlymphknoten, Ileum, Colon, Caecum, Lnn. ileocolici und Colonlymphknoten. 
Bei denjenigen Schweinen, die mit dem klinischen Bild einer akuten Salmonellose verstarben, 
konnte 6 Typhimurium DT104 sogar in sämtlichen entnommenen Organen kulturell 
nachgewiesen werden. Dies galt insbesondere auch für die Gewebe, bei denen in den 
persistent infizierten Tieren kein Nachweis möglich war, dazu gehörten Lunge, 
Lungenlymphknoten, Leber, Milz und Muskulatur.  
Die Nachweisraten der beiden eingesetzten Methoden unterschieden sich in den 
verschiedenen Organen, wie Abbildung 5 und Tabelle 16 (Anhang) zeigen, erheblich.  
Die Nachweisraten der beiden Verfahren waren in Lunge, Jejunum, Ileum, Colon und 
Caecum nicht gleich. Es konnte bei dieser Untersuchung gezeigt werden, dass sich 
insbesondere die lymphatischen Organe wie Mandibularlymphknoten, Lnn. ileocolici und 
Colonlymphknoten (Abbildung 5, Tabelle 16 (Anhang)) zum Nachweis einer 6. 
Typhimurium-Infektion beim Meishan-Schwein eignen, wenn man die invA I-PCR-Methode 
nach 24stündiger Anreicherung in Pepton-Bouillon anwendet. In diesen Geweben war mittels 
der PCR-Methode und auch dem Kulturversuch ein Nachweis von 6. Typhimurium bei allen 
Tieren möglich. Hier berechnet sich für die PCR-Methode nach 24stündiger Pepton-
Anreicherung für die 36 untersuchten lymphatischen Organe (Tonsille, 
Mandibularlymphknoten, Lungenlymphknoten, Lnn. ileocolici, Jejunallymphknoten und 
Colonlymphknoten) eine 100 %ige Sensitivität, bei 100 %iger Spezifität.  
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$EELOGXQJ3UR]HQWXDOH'DUVWHOOXQJGHU1DFKZHLVUDWHQYRQ67\SKLPXULXP'7LQ*HZHEHSUREHQYRQSHUVLVWHQWLQIL]LHUWHQ0HLVKDQ6FKZHLQHQDie schwarzen Balken 
stellen die prozentuale Nachweisrate der Kulturverfahren nach ISO 6579 dar. Die grauen 
Balken zeigen den prozentualen Nachweis mit der invA I-PCR-Methode (RAHN et al., 1992) 
zum Nachweis von 6DOPRQHOOD nach 24stündiger Anreicherung in Pepton-Bouillon. To, 
Tonsille; Maly, Mandibularlymphknoten; Lu, Lunge; Le, Leber; Mi, Milz; Je, Jejunum; IL, 
Ileum; Co, Colon; Ca, Caecum; Luly, Lungenlymphknoten; Icly, lnn. Ileocolici; Jely, 
Jejunallymphknoten; Coly, Colonlymphknoten; Mus, Muskulatur
 
Bei den jeweiligen Schweinen, die unter den Symptomen einer akuten Salmonellose 
verstorben waren, gelang der Nachweis mittels invA I-PCR-Methode in allen Gewebeproben 
(Abbildung 15 (Anhang)). So konnten die Ergebnisse des Kulturversuches durch die invA I-
PCR-Methode bestätigt werden. 
Der Nachweis von 6 Typhimurium in anderen Geweben war allerdings über eine 24stündige 
Anreicherung in Pepton-Bouillon und anschließender invA I-PCR-Methode nicht mit 
befriedigender Sensitivität möglich. Dies betrifft insbesondere den Nachweis in Lunge, 
Jejunum, Ileum, Colon und Caecum (Abbildung 5, Tabelle 16 (Anhang)). In diesen Geweben 
war die kulturelle Diagnostik der invA I-PCR-Methode hinsichtlich ihrer Sensitivität 
überlegen, da die PCR-Methode bei 24 untersuchten Proben lediglich eine Sensitivität von    
36 % bei 100 % Spezifität aufwies.  
Bei einigen Gewebeproben waren auch unspezifische PCR-Produkte erkennbar, die aber nicht 
zu einer Verwechslung mit dem spezifischen PCR-Produkt von 284 bp führten, da sie deutlich 
größer waren als das erwartete PCR-Produkt.  
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Die invA I-PCR-Methode nach 24stündiger Anreicherung in Pepton-Bouillon erbrachte bei 
84 untersuchten Proben eine Sensitivität von 79 % bei einer Spezifität von 100 % für den 
Nachweis von 6 Typhimurium in den Geweben vom Meishan-Schwein. Das bedeutet, dass 
der Kulturversuch der PCR-Methode nach Anreicherung in Pepton-Bouillon hinsichtlich der 
Sensitivität überlegen ist, wenn man alle Gewebe der persistent infizierten Schweine in eine 
Bewertung einbezieht.  
 
 
 
'LDJQRVWLNYRQ67\SKLPXULXP'7LQSHUVLVWHQWLQIL]LHUWHQ6FKZHLQHQ

Für die Untersuchung der 336 Gewebeproben von 24 experimentell infizierten 
Hybridschweinen wurden neben dem Kulturversuch (ISO 6579) auch die PCR-Verfahren 
invA I und invA II vergleichend geprüft. 
Der Vergleich der Ergebnisse der PCR-Methode nach 24stündiger Anreicherung in Pepton-
Bouillon, sowie nach 48stündiger kombinierter Anreicherung in Pepton-Bouillon und RV-
Medium mit der kulturellen Untersuchungsmethode zeigte, dass nach Anreicherung in 
Pepton-Bouillon in keinem Gewebe die Sensitivität der kulturellen Verfahrensweise erreicht 
werden konnte. Erst nach kombinierter Anreicherung in Pepton-Bouillon und RV-Medium für 
48 Stunden kann die Sensitivität des Kulturversuches erreicht und in Ileum und Jejunum 
sogar übertroffen werden (Abbildung 6 und Tabelle 17 (Anhang)). Für die PCR-Analyse nach 
Anreicherung in Pepton-Bouillon errechnete sich eine Sensitivität von 58 % bei 100 %iger 
Spezifität, bei insgesamt 336 untersuchten Proben. Entnimmt man dagegen die Proben für die 
PCR nach kombinierter Pepton Bouillon–RV-Medium-Anreicherung, errechnete sich für 
dieses Verfahren eine 100 %ige Sensitivität für die PCR und eine Spezifität von 96 %. 
Die in der PCR-Diagnostik positiven, aber in der Bakteriologie negativen Proben wurden zur 
Abklärung auch mit der invA II-PCR-Methode untersucht. Auch mit dieser Methode konnte 
das für das verwendete Oligonukleotidprimerpaar spezifische Produkt von 443 bp amplifiziert 
werden. Die 443 bp großen Amplifikate aus Ileum und Jejunum-Proben wurden zusätzlich 
erfolgreich mit der Restriktionsendonuklease Nde I geschnitten. So konnte das Testergebnis 
nochmals verifiziert werden. 
Die Auswertung der kulturellen Diagnostik und der PCR-Ergebnisse im Hinblick auf einen 
Erregertropismus ergab zwei Gewebeproben, bei denen 96 % (23 von 24 Tiere) der Tiere als 
6DOPRQHOODpositiv identifiziert werden konnten. So erwies sich das Caecum und die Lnn. 
ileocolici als geeignete Probenahmelokalisation für die 6 Typhimurium DT104-Diagnostik 
im persistent infizierten Tier. Berücksichtigte man nur die PCR-Diagnostik-Ergebnisse aus 
einer 48stündigen kombinierten Anreicherung in Pepton-Bouillon und RV -Medium, dann 
eignete sich auch eine Kombination aus Caecum und Ileum, um 96 % aller Tiere als 
6DOPRQHOOD-positiv zu identifizieren. Das eine Schwein, welches nicht durch eine der 
genannten Gewebekombinationen erfasst werden konnte, war kulturell und mittels PCR-
Methode lediglich im Jejunallymphknoten 6DOPRQHOODpositiv.  
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$EELOGXQJ3UR]HQWXDOH'DUVWHOOXQJGHU1DFKZHLVUDWHQYRQ67\SKLPXULXP'7
LQ *HZHEHSUREHQ YRQ SHUVLVWHQW LQIL]LHUWHQ +\EULGVFKZHLQHQ. Die schwarzen Balken 
stellen die prozentuale Nachweisrate des Kulturverfahrens nach ISO 6579 dar. Die 
dunkelgrauen Balken zeigen den prozentualen Nachweis mit der invA I-PCR Methode 
(RAHN et al., 1992) zum Nachweis von 6DOPRQHOOD nach 24stündiger Anreicherung in 
Pepton-Bouillon. Die hellgrauen Balken zeigen die prozentuale Nachweisrate mit der invA I-
PCR-Methode (RAHN et al. 1992) zum Nachweis von 6DOPRQHOOD nach 48stündiger 
kombinierter Anreicherung in Pepton-Bouillon und RV-Medium. To, Tonsille; Maly, 
Mandibularlymphknoten; Lu, Lunge; Le, Leber; Mi, Milz; Je, Jejunum; IL, Ileum; Co, Colon; 
Ca, Caecum; Luly, Lungenlymphknoten; Icly, lnn. Ileocolici; Jely, Jejunallymphknoten; Coly, 
Colonlymphknoten; Mus, Muskulatur. 
 
 
Bei acht der insgesamt 24 untersuchten Tiere wurden nach 48 Stunden kombinierter 
Anreicherung in Pepton-Boillon und RV-Medium in den unterschiedlichsten Gewebeproben 
auch unspezifische Produkte amplifiziert. Diese acht Tiere sowie vier weitere Schweine, die 
eindeutig positiv in der invA I-PCR waren, wurden zur Abklärung und zum Vergleich der 
Spezifität der beiden Oligonukleotidpaare mit dem  invA II-Oligonukleotidprimerpaar nach 
kombinierter Pepton-Bouillon–RV-Medium-Anreicherung untersucht. Bei allen Geweben der 
acht untersuchten Tiere, die ein unspezifisches aber vermeintlich positives Produkt aufwiesen, 
konnte mit der invA II-PCR-Methode kein positives und auch kein unspezifisches Amplifikat 
nachgewiesen werden. Ein Beispiel für die unspezifischen Amplifikate und den Vergleich der 
Spezifität zwischen der invA I- und invA II-PCR-Methode aus den Geweben eines 
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experimentell mit 6 Typhimurium DT104 infizierten Tieres zeigt Abbildung 7. Die Spezifität 
des 443 bp großen Produktes der invA II-PCR wurde mit der Restriktionsendonuklease Nde I 
überprüft. 
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$EELOGXQJ  1DFKZHLV YRQ 6 7\SKLPXULXP '7  LQ *HZHEHSUREHQ YRQ HLQHP
SHUVLVWHQW LQIL]LHUWHQ +\EULGVFKZHLQ Abbildung $ zeigt Amplifikate nach invA I-PCR 
(RAHN et al., 1992), und Abbildung % die Amplifikate nach invA-II-PCR jeweils nach 48 
stündiger kombinierter Pepton-Bouillon-RV-Medium-Anreicherung. Jeweils in Spur eins ist 
der Längenstandard (LS), in Spur zwei die Positiv-Kontrolle (+) und in Spur drei die Negativ-
Kontrolle (-) aufgetragen.  To, Tonsille; Maly, Mandibular-lymphknoten; Lu, Lunge; Le, Leber; 
Mi, Milz; Je, Jejunum; IL, Ileum; Co, Colon; Ca, Caecum; Luly, Lungenlymphknoten; Icly, lnn. 
Ileocolici; Jely, Jejunallymphknoten; Coly, Colonlymphknoten; Mus, Muskulatur;       
    Unspezifische Produkte der invA I-PCR-Methode
 
In Abbildung 7 sind die Unterschiede hinsichtlich der Spezifität zwischen den beiden PCR-
Methoden invA I und invA II dargestellt. Das unspezifische Produkt der Proben aus 
Mandibularlymphknoten, von der Lunge, von der Leber und von der Milz läuft etwas höher 
im Gel als das spezifische Produkt von 284 bp.  
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3UIXQJGHU1HJDWLY.RQWUROOJUXSSHDXI6DOPRQHOOD
 
Die 98 Gewebeproben der Negativ-Kontrollgruppe wurden mittels kultureller Methoden (ISO 
6579) und durch die invA I- und invA II-PCR-Methode nach kombinierter Anreicherung in 
Pepton-Bouillon und RV-Medium vergleichend untersucht. Sämtliche 98 untersuchten 
Gewebeproben wurden in der kulturellen Untersuchung 6DOPRQHOODnegativ getestet. 
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$EELOGXQJ9HUJOHLFKHQGH6SH]LILWlWVSUIXQJGHULQY$,3&50HWKRGH5$+1HWDO
XQGGHULQY$,,3&50HWKRGHDQKDQGYRQ*HZHEHSUREHQHLQHVQLFKWLQIL]LHUWHQ
.RQWUROOWLHUHVAlle Gewebeproben vom Schwein wurden mittels kultureller Methoden (ISO 
6579) 6DOPRQHOOD-negativ getestet. Die Abbildung $zeigt die Amplifikate nach invA I-PCR 
(RAHN et al., 1992) und die Abbildung % die Amplifikate nach invA-II-PCR jeweils nach 
48stündiger kombinierter Pepton-Bouillon-RV-Medium-Anreicherung. Jeweils in Spur eins ist 
der Längenstandard (LS), in Spur zwei die Positiv-Kontrolle (+) und in Spur drei die Negativ-
Kontrolle (-) aufgetragen.  To, Tonsille; Maly, Mandibularlymphknoten; Lu, Lunge; Le, Leber; 
Mi, Milz; Je, Jejunum; IL, Ileum; Co, Colon; Ca, Caecum; Luly, Lungenlymphknoten; Icly, lnn. 
Ileocolici; Jely, Jejunallymphknoten; Coly, Colonlymphknoten; Mus, Muskulatur;        
   Unspezifische Produkte der invA I-PCR-Methode

Die Untersuchung der Gewebe der 6DOPRQHOOD-negativ getesteten Tiere mit den PCR-
Verfahren konnte die bereits für die Gewebeproben von experimentell infizierten Tieren 
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gezeigte ungenügende Spezifität der invA I-PCR-Methode bestätigen. Bei allen kulturell-
negativ getesteten Tieren gab es einige Gewebestrukturen, bei denen wieder ein 
unspezifisches PCR-Produkt amplifiziert wurde. Dies war nur geringfügig größer als das 
spezifische Amplifikat von 284 bp. Untersuchte man die Gewebeproben dieser Tiere jedoch 
mit der invA II-PCR-Methode, wurde weder ein spezifisches Amplifikat noch ein 
unspezifisches Produkt amplifiziert. Ein Beispiel für die PCR-Ergebnisse aus den 
Gewebeproben eines 6DOPRQHOOD-negativen Schweines zeigt Abbildung 8. 
Um sicher zu gehen, dass es sich bei den in Abbildung 8 (Mit einem Stern gekennzeichnete 
Amplifikate) markierten Amplifikaten wirklich um unspezifische Produkte handelte, wurde 
das vermeintlich unspezifische PCR-Produkt aus dem Mandibularlymphknoten gereinigt und 
im Auftrag bei der Firma Genomics in Wien ansequenziert. Das Resultat der Sequenzierung 
wurde mit der Gendatenbank des EMBL (European Bioinformatics Institute) verglichen. Als 
Ergebnis war eine 91 %ige Übereinstimmung mit dem membrangebundenen 
Transglycosylase-Gen von (VFKHULFKLDFROL mit der Accession-Nummer EC18785 feststellbar. 
Der Sequenzvergleich zwischen dem ansequenzierten invA I-PCR-Produkt und dem 
Gendatenbankeintrag ist in Abbildung 9 dargestellt. 
 
LQY$,3URGXNW GGATTATCGGCGTTGAAACCCGCTGGGGGCGCGTGATGGGGAAAACTCGCATCCTCGATG  
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
(FROL         GGATTATCGGCGTTGAAACCCGCTGGGGGCGCGTGATGGGGAAAACTCGCATCCTCGATG  
 
LQY$,3URGXNW CGTCTGGCAACGCTGTCATTTACATACGCACCCCGCTCGGAATATATCTCTGGCGATGTG  
               || |||||||||||||||||||  ||| ||| |||| |||| ||| ||||||||||| || 
(FROL          CG-CTGGCAACGCTGTCATTTAACTACCCACGCCGCGCGGAGTATTTCTCTGGCGAGCTG  
 
LQY$,3URGXNW GAAA  
               |||| 
(FROL        GAAA  

$EELOGXQJ  $OLJQPHQW ]ZLVFKHQ GHP DQVHTXHQ]LHUWHQ XQVSH]LILVFKHQ LQY$ ,3&5
3URGXNWXQGHLQHP$EVFKQLWWGHVPHPEUDQJHEXQGHQHQ7UDQVJO\FRV\ODVH±*HQVYRQ
(VFKHULFKLD FROL LQ GHP HLQH  LJH hEHUHLQVWLPPXQJ PLW GHP XQVSH]LILVFKHQ
3URGXNWGHULQY$,3&50HWKRGHEHVWHKW
 

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Sequenzierung, die mit nur 91 % keine optimale 
Übereinstimmung mit dem Transglykosylase-Gen erbrachte, wurde DNA von neun 
verschiedenen ( FROL-Stämmen als Template in einem 50 µl PCR-Ansatz mit den 
Oligonukleotiden der invA I-PCR-Methode eingesetzt. Bei der Untersuchung der ( FROL 
Reinkulturen traten die unspezifischen Amplifikate des für Salmonellen spezifischen invA I-
Oligonukleotidpaares wieder auf, allerdings nicht bei allen (FROL-Stämmen (Abbildung 10).  
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
$EELOGXQJ6SH]LILWlWVSUIXQJGHULQY$,3&50HWKRGH5$+1HWDODQKDQG
YRQ(FROL5HLQNXOWXUHQJeweils in Spur eins ist der Längenstandard (LS), in Spur zwei die 
Positiv-Kontrolle (+) und in Spur drei die Negativ-Kontrolle (-) aufgetragen. 1,(FROL ATCC 
11229; 2, ( FROL DSM 682; 3, ( FROL DSM 787; 4, ( FROL DSM 1103; 5 bis 9, ( FROL 
Feldisolate vom Schwein,     Unspezifische Produkte der invA I-PCR-Methode 



6SH]LILWlWVSUIXQJGHULQY$,,3&50HWKRGH
 
Die Spezifitätsprüfung der in dieser Arbeit neu entwickelten invA II-PCR-Methode erfolgte 
anhand von Bakterien-Reinkulturen. Die invA I-PCR nach RAHN et al. (1992) wurde von 
dieser Arbeitsgruppe an einer Vielzahl von Reinkulturen getestet, die sowohl 6DOPRQHOOD als 
auch diverse andere (QWHUREDFWHULDFHDH beinhalteten. Aus diesem Grund wurde dieses 
Oligonukleotidpaar in dieser Arbeit nicht erneut auf seine Spezifität hin überprüft. 
Lediglich eine Optimierung der PCR-Bedingungen an 17 Reinkulturen (siehe Absatz 
3.3.3.2.3) war erforderlich, da bei Anwendung der PCR-Bedingungen nach RAHN et al. 
(1992) bei 9 6DOPRQHOOD-Spezies das spezifische PCR-Produkt von 284 bp optimal 
amplifiziert wurde, jedoch bei < SVHXGRWXEHUFXORVLV, (QWHURFRFFXV IDHFDOLV und ( FROL 
ATCC 11229 auch unspezifische Produkte amplifiziert worden waren. Durch Optimierung 
der PCR-Bedingungen gelang es, die Amplifikation unspezifischer Produkte bei <
SVHXGRWXEHUFXORVLV, (QWHURFRFFXVIDHFDOLV und (FROL (ATCC 11229) zu verhindern und die 
Spezifität für 6DOPRQHOOD zu erhalten. Daraufhin wurden die optimierten PCR-Bedingungen 
von 35 Zyklen zu 30 sec Denaturierung bei 94 °C, 30 sec Annealing bei 64 °C und 30 sec 
Extension bei 72 °C eingesetzt. 
 
Die Spezifitätsprüfung der invA II–PCR-Methode wurde anhand von 48 verschiedenen 
Isolaten (überwiegend Referenzstämme) durchgeführt. In Tabelle 13 sind alle geprüften 
Stämme aufgeführt. Es wurden bei den einzelnen Spezies immer alle unter Absatz 3.2.1.2 
angegebenen Referenzstämme verwendet. Bei allen 12 getesteten 6DOPRQHOODSerovaren 
konnte das spezifische Amplifikat von 443 bp amplifiziert werden. Unspezifische Produkte 
traten bei den neun getesteten ( FROL-Stämmen nicht auf. Nur bei < LQWHUPHGLD und <
Spur:    LS    +      -     1     2      3     4     5      6     7     8     9  
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DOGRYDH waren PCR-Produkte erkennbar. Bei < LQWHUPHGLD waren es zwei unspezifische 
Produkte mit einer Größe von ungefähr 500 bp und 100 bp und bei <DOGRYDH ein Produkt mit 
einer Größe von etwa 300 bp. Diese unspezifischen Produkte unterschieden sich im Agarose-
Gel deutlich von dem spezifischen Amplifikat von 443 bp.  
 
7DEHOOH  6SH]LILWlWVSUIXQJ GHU LQY$ ,,3&50HWKRGH DQKDQG YRQ %DNWHULHQ
5HLQNXOWXUHQEin Amplifikation des spezifischen 443 bp großen Produktes der invA II-PCR 
ist als + gekennzeichnet, keine Amplifikation als - und die Amplifikation unspezifischer 
Produkte als  (-). 

6WDPP6HURYDU   $Q]DKOJHWHVWHWHU  %HIXQGLQGHU6WlPPH  LQY$,,3&5
 
6DOPRQHOOD Typhimurium      5          + 
6DOPRQHOOD Enteritidis      1          + 
6DOPRQHOOD Choleraesuis     2          + 
6DOPRQHOOD Livingstone      1          + 
6DOPRQHOOD Senftenberg     1          + 
6DOPRQHOODCottbus      1           + 
6DOPRQHOODAgona      1          + 
 
&DPS\OREDFWHUMHMXQL      8          - 
&DPS\OREDFWHUFROL      2          - 
 
(VFKHULFKLDFROL      9          - 
 
<HUVLQLDHQWHURFROLWLFD     6          - 
<HUVLQLDSVHXGRWXEHUFXORVLV     4          - 
<HUVLQLDLQWHUPHGLD       1           (-) 
<HUVLQLDDOGRYDH      1         (-) 
<HUVLQLDIUHGHULNVHQLL         1          - 
<HUVLQLDPROODUHWLL      1          - 
<HUVLQLDURKGHUL      1          - 
3URWHXVPLUDELOLV      1          - 
(QWHURFRFFXVIDHFDOLV     1          - 
 
 
 
 
6HQVLWLYLWlWGHU3&50HWKRGHQ]XU6DOPRQHOOHQ'LDJQRVWLN

Die Überprüfung und insbesondere der Vergleich der Sensitivität der PCR-Verfahren invA I 
und invA II erfolgte anhand einer logarithmisch absteigenden Verdünnungsreihe von 6 
Typhimurium DT104.  
Für beide Oligonukleotidpaare konnte die gleiche Nachweisgrenze bei einer Keimzahl von 
103 Zellen pro Reaktionsansatz festgestellt werden (Abbildung 11).   

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$EELOGXQJ6HQVLWLYLWlWVYHUJOHLFK ]ZLVFKHQGHU LQY$ ,3&50HWKRGH 5$+1HW DO
XQGGHULQY$,,3&50HWKRGHDie Abbildung $ zeigt die Nachweisgrenze der invA I-
PCR-Methode, und die Abbildung %die der invA II-PCR-Methode. Die noch detektierbare 
Zellzahl pro Reaktionsansatz ist in der Beschriftung der Abbildungen hervorgehoben. Jeweils 
in Spur eins ist der Längenstandard (LS), in Spur zwei die Positiv-Kontrolle (+) und in Spur 
drei die Negativ-Kontrolle (-) aufgetragen.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        Zellen pro        LS      +      -      107    106    105    104            102   101   100 
 Reaktionansatz 
ES
ES
                          10 000 – 
 
                             2000 – 
                             1000 – 
 
                             500 –
             400 – 
 
              
               
      Zellen pro            LS     +       -      107   106   105   104          102   101   100 
 Reaktionsansatz 
                          10 000 – 
 
                             2000 –
                             1000 –
 
                             500 –
             400 –
 
              
               
Ergebnisse 
66 
'LDJQRVWLNYRQ<HQWHURFROLWLFD

3&5'LDJQRVWLNYRQ<HQWHURFROLWLFDLQJH]LHOWNRQWDPLQLHUWHQ3UREHQ

Um eine möglichst hohe Sensitivität beim Nachweis von pathogenen < HQWHURFROLWLFD in 
Schweinefaeces oder aus den verschiedenen Darmabschnitten beim Schwein mit der neu 
entwickelten yopT II-PCR-Methode zu erzielen, wurden verschiedene 
Probenaufbereitungsverfahren bzw. DNA-Extraktionsverfahren anhand von gezielt 
kontaminierten Faecesproben getestet.  
Als erste mögliche Probenaufbereitungsmethode wurde eine Kombination von verschiedenen 
Zentrifugationsschritten mit anschließendem ProteinaseK-Verdau in Lysis-Puffer getestet 
(siehe Abbildung 2). Durch diese Methodik und anschließender yopT II-PCR war der 
Nachweis von pathogenen <HQWHURFROLWLFD in Schweinefaeces nicht möglich.  
Als zweite Möglichkeit wurde der kommerziell erhältliche QIAamp DNA-Stool-Mini-Kit 
geprüft. Die Aufbereitung mittels dieses Probenaufbereitungskits zeigte aber eine nicht 
befriedigende Sensitivität von 106 Zellen/g Faeces bei Einsatz von 10 µl Eluat als Template 
für den PCR-Ansatz.  
Als dritte Möglichkeit wurden zwei verschiedene Voranreicherungsmedien verglichen, denen 
Zentrifugationsschritte mit anschließendem ProteinaseK-Verdau folgten (siehe Abbildung 2). 
Beim Vergleich dieser beiden Medien zeigte sich, dass mit der  Anreicherung in Oßmer-
Bouillon nur eine Nachweisgrenze von 104 bis 103 Zellen/g Faeces nach 24stündiger 
Anreicherung zu erzielen war.   
Wurden die mit unterschiedlichen Keimzahlen gezielt kontaminierten Faecesproben dagegen 
in LB-Bouillon angereichert, war die Abhängigkeit der Sensitivität des sich anschließenden 
PCR-Verfahrens von der Dauer der Anreicherung deutlich festzustellen. So konnte gezeigt 
werden, dass nach 2 Stunden Anreicherung lediglich 108 Zellen/g Faeces, nach 4 Stunden 106 
Zellen/g Faeces, nach 6 Stunden 105 Zellen/g Faeces und nach 24stündiger Anreicherung 102 
Zellen/g Faeces mit der sich anschließenden yopT II-PCR detektiert werden konnten. Das 
Ergebnis der PCR nach 6stündiger sowie 24stündiger Anreicherung in LB-Bouillon ist in 
Abbildung 16 (Anhang) dargestellt.  
Nachdem festgestellt werden konnte, dass mit der neu entwickelten yopT II-PCR-Methode 
ein spezifischer Nachweis von pathogenen < HQWHURFROLWFD in den Faeces-Proben vom 
Schwein sicher möglich war und über eine Voranreicherung von 24 Stunden in LB-Bouillon 
die beste Sensitivität erzielt werden konnte, sollte die Anwendbarkeit der yopT-PCR zur 
Diagnostik von <HQWHURFROLWLFD auch in gezielt kontaminiertem Lymphknotenmaterial vom 
Schwein überprüft werden. 
Dazu wurde Probenmaterial von Tonsille und Mandibularlymphknoten gezielt kontaminiert 
und in LB-Bouillon angereichert. Es wurden keine weiteren Verfahrensabläufe zur 
Anreicherung ausgetestet, da bereits aus dem vorhergehenden Versuch das Ergebnis vorlag, 
dass sich die nicht selektive Anreicherung in LB-Bouillon sehr gut eignet. Es wurden Proben 
nach 6, 12 und 24 Stunden aus der Anreicherung entnommen und die DNA extrahiert (siehe 
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Abbildung 2). Auf eine Probenentnahme nach 2 Stunden und 4 Stunden aus der Anreicherung 
in LB wurde verzichtet, da die zu erwartende Sensitivität, wie bereits an den gezielt 
kontaminierten Faeces-Proben bestätigt werden konnte, zu gering für ein 
Routinediagnostikverfahren war. Die zusätzliche Probennahme nach 12stündiger 
Anreicherung wurde angesetzt, um zu prüfen, ob vielleicht schon nach 12 Stunden eine 
befriedigende Sensitivität erzielt werden konnte. Die Auswertung der einzelnen 
Probenahmezeitpunkte erbrachte dann allerdings, dass nach 6 Stunden Anreicherung ein 
Nachweis von 103, nach 12 Stunden von 102 und nach 24 Stunden von 101  pathogenen <
HQWHURFROLWLFD Zellen im Ausgangsmaterial möglich war. Die Ergebnisse aus der 
Anreicherung nach 6 Stunden und nach 24 Stunden zeigt Abbildung 17 (Anhang). Diese 
Nachweisraten waren sowohl bei gezielt kontaminierten Mandibularlymphknoten, als auch 
bei „ gespiktem“  Tonsillen-Material zu erzielen.  
 
 
 
'LDJQRVWLNYRQ<HQWHURFROLWLFDLPSHUVLVWHQWLQIL]LHUWHQ6FKZHLQ

Bei der Untersuchung der 51 Gewebeproben auf pathogene < HQWHURFROLWLFD mittels 
kultureller Methoden (ISO 10273) und dem yopT II-PCR-Verfahren konnte festgestellt 
werden, dass nur bestimmte Gewebestrukturen für den Nachweis beim Schlachtschwein 
geeignet sind. Der Nachweis mittels Kulturverfahren konnte beim ersten Tier in Caecum, 
Colon, Lnn. ileocolici und Jejunallymphknoten geführt werden und beim zweiten Tier in 
Ileum, Caecum, Colon und Lnn. ileocolici (Tabelle 18 (Anhang)). Mit der yopT II-PCR 
Methode war nach 48stündiger Anreicherung in LB dann der Nachweis bei beiden Tieren in 
Ileum, Lnn. ileocolici und Jejunallymphknoten sowie bei einem Tier in einer Tonsille 
(Abbildung 12) möglich. Die 17 Gewebeproben des Kontrolltieres waren nach kultureller 
Untersuchung negativ und auch mittels PCR konnte kein spezifisches Amplifikat festgestellt 
werden. Lediglich aus Leber und Milz wurde jeweils ein unspezifisches Produkt von etwa 
1000 bp amplifiziert, was aber deutlich durch seine Größe vom spezifischen Produkt 
abzugrenzen war. Zusätzlich war festzustellen, dass eine 24 Stunden-Anreicherung in LB-
Bouillon nicht ausreicht, um < HQWHURFROLWLFD im Schlachtschwein mit ausreichender 
Sensitivität nachzuweisen. Nach 24stündiger Anreicherung in LB-Bouillon war bei einem 
Tier der Nachweis im Ileum und beim anderen Tier nur in den Lnn. ileocolici möglich. Um 
die in Abbildung 12 gezeigten Ergebnisse erzielen zu können, musste eine Anreicherung von 
48 Stunden Dauer in LB-Bouillon der yopT II-PCR-Methode vorausgehen. Berechnet man 
Spezifität und Sensitivität für diese PCR, ergibt sich für alle 51 untersuchten Gewebeproben 
eine Sensitivität von 50 % bei 93 % Spezifität. Berechnet man Sensitivität und Spezifität nicht 
für sämtliche Proben zusammen, sondern nur für die Proben aus lymphatischen Geweben 
(Tonsille, Mandibularlymphknoten, Lungenlymphknoten, Lnn. ileocolici, 
Jejunallymphknoten, Colonlymphknoten) ergibt sich dagegen für die yopT II-PCR eine 100 
%ige Sensitivität bei einer Spezifität von 87 % (n=18).  
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Die Spezifität der PCR-Produkte aus Abbildung 12 wurde mittels der 
Restriktionsendonuklease Bcl I überprüft. Sie schnitt das spezifische Produkt von 485 bp in 
zwei Produkte mit einer Größe von 362 bp und 123 bp.   
 
 
              
               
 
$EELOGXQJ  'HWHNWLRQ SDWKRJHQHU < HQWHURFROLWLFD LQ *HZHEHSUREHQ YRQ HLQHP
SHUVLVWHQW PLW< HQWHURFROLWLFD 2 LQIL]LHUWHQ +\EULGVFKZHLQ PLWWHOV \RS7 ,,3&50HWKRGHDer spezifische Nachweis war in den Organen Tonsille, Ileum, Lnn. ileocolici und 
Jejunallymphknoten möglich, diese Organe sind  in der Beschriftung hervorgehoben. Jeweils 
in Spur eins ist der Längenstandard (LS), in Spur zwei die Positiv-Kontrolle (+) und in Spur 
drei die Negativ-Kontrolle (-) aufgetragen. To, Tonsille; Maly, Mandibularlymphknoten; Lu, 
Lunge; Luly, Lungenlymphknoten; He, Herz; Le, Leber; GF, Gallenflüssigkeit; Mi, Milz; G, 
Gehirn; Je, Jejunum; IL, Ileum; Ca, Caecum; Co, Colon; Icly, lnn. Ileocolici; Jely, 
Jejunallymphknoten; Coly, Colonlymphknoten; Mus, Muskulatur. 
 
 
 
9RUNRPPHQGHV\RS7*HQHVEHLSDWKRJHQHQ<HUVLQLD6SH]LHV
 
Nach Optimierung der PCR-Bedingungen konnte mittels der yopT I-PCR-Methode das 969 
bp große Amplifikat des \RS7Gens bei insgesamt 50 plasmidtragenden <HUVLQLD-Stämmen 
nachgewiesen werden (Tabelle14).  
Im Gegensatz zu den bisherigen Literaturangaben wurde das \RS7-Gen mit einer Größe von 
969 bp nicht nur bei plasmidtragenden <HQWHURFROLWLFD und <SHVWLV Stämmen, sondern auch 
bei < SVHXGRWXEHUFXORVLV amplifiziert (Abbildung 13). Das es sich tatsächlich um das 
spezifische Amplifikat des \RS7-Gens von <SVHXGRWXEHUFXORVLV handelte, wurde durch die 
Sequenzierung des Produktes (Abbildung 13 Spur 5)  von <SVHXGRWXEHUFXORVLV (Stamm Y 
36, Isolat vom Meerschwein, Stammsammlung des Instituts für Mikrobiologie der 
Sanitätsakademie der Bundeswehr, Neuherberg, München) bestätigt. Der Vergleich der durch 
die Sequenzierung erhaltenen Sequenz mit den \RS7-Gensequenzen von <HQWHURFROLWLFD und 
< SHVWLV in der Gendatenbank des EMBL (European Bioinformatics Institute), bestätigt das 
Vorhandensein des \RS7-Gens auf dem Virulenzplasmid von < SVHXGRWXEHUFXORVLV. Der 
Vergleich erbrachte eine 99 %ige Sequenzidentität mit dem \RS7-Gen auf dem 
ES
 
Gewebeproben   LS   +    -  7R  Maly Lu Luly  He Le  GF   Mi   G   Je    ,O Ca  Co  ,FO\ -HO\ Coly Mus        
                          10 000 – 
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                             500 –
             400 – 
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Virulenzplasmid von < SHVWLV (Accession-Nummer: AF O53946) und eine 97 %ige 
Sequenzidentität mit dem Virulenzplasmid von < HQWHURFROLWLFD (Accession-Nummer: AF 
102990). 
Die Sequenz des \RS7Gens wurde daraufhin in der Genbank des EMBL unter der Accession-
Nummer AJ304833 hinterlegt. 
 
7DEHOOH1DFKZHLVGHV\RS7*HQVEHLYHUVFKLHGHQHQ<HUVLQLD6SH]LHVDazu wurde 
die yopT I-PCR-Methode mit dem Oligonukleotidpaar yopT ff1 und yopT rr1 eingesetzt. Eine 
Amplifikation des spezifischen 969 bp großen Produktes der yopT I-PCR-Methode ist als + 
und keine Amplifikation des Produktes ist als - gekennzeichnet. 
 
 
<HUVLQLD,VRODWH 6HURJUXSSHQ$Q]DKO%HIXQGLQGHU
        *HWHVWHWHU\RS7,3&5
       ,VRODWH
 
3DWKRJHQH<HUVLQLD,VRODWH

<HQWHURFROLWLFD (p+)1             O:3, O:5,27, O:9, O:2a.2b.3      21             + 
<SVHXGRWXEHUFXORVLV(p+)         19            
<SHVWLV                                   10         + 
 
$SDWKRJHQH<HUVLQLD,VRODWH
 
<HQWHURFROLWLFD (p-)2    O:3, O:5 , O:6,30, O:13,7,       10          - 
                                                    O:4,33, O:7,8, O:41,43     
<SVHXGRWXEHUFXORVLV (p-)       10          - 
 
 
1p+,plasmidtragendes Isolat 
2p-,plasmidloses Isolat 
 
Der Nachweis des \RS7-Gens bei < SVHXGRWXEHUFXORVLV  ermöglichte somit ein „ Multiple 
Alignment“  der \RS7-Gen-Sequenz von allen drei pathogenen <HUVLQLDSpezies und die 
Konstruktion eines für pathogene < HQWHURFROLWLFD spezifischen Oligonukleotidpaares 
(Abbildung 3).  
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$EELOGXQJ1DFKZHLVGHV\RS7±*HQVEHLYHUVFKLHGHQHQ<HUVLQLD6SH]LHVPLWGHU
\RS7 ,3&50HWKRGH 2OLJRQXNOHRWLGSDDU \RS7 II XQG \RS7 UU In Spur 1 ist der 
Längenstandard (LS), in Spur 2<HQWHURFROLWLFD(p+)1, in Spur 6,7,12,<SVHXGRWXEHUFXORVLV 
(p+)1, in Spur 3 bis 5, 8 bis 11,13 <SVHXGRWXEHUFXORVLV (p-)2 ; 1p+, plasmidtragendes Isolat, 
2p-, plasmidloses Isolat. 
 
 
 
6SH]LILWlWGHU\RS7,,3&50HWKRGH

Die Spezifitätsprüfung der yopT II-PCR wurde anhand von 196 Bakterien-Reinkulturen von 
<HUVLQLDSpezies und anhand weiterer 14 Reinkulturen anderer Bakterienspezies 
durchgeführt. Das Ergebnis war eine 100 % Spezifität für plasmidtragende pathogene <
HQWHURFROLWLFD-Isolate. Auch bei der Überprüfung anderer Bakterien-Spezies wurde kein 
unspezifisches Produkt amplifiziert. Alle für die Spezifitätsprüfung verwendeten Stämme sind 
in Tabelle 15 aufgeführt. Die Einteilung in der Tabelle erfolgt nach pathogenen, 
plasmidtragenden Stämmen, und nach apathogenen plasmidlosen Stämmen sowie einer 
Gruppe mit <SHVWLV-Stämmen und einer Kontrollgruppe mit anderen Bakterienspezies.  
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7DEHOOH6SH]LILWlWVSUIXQJGHU\RS7,,3&50HWKRGHDQKDQGYRQ5HLQNXOWXUHQEine 
Amplifikation des spezifischen 485 bp großen Produktes der yopT I-PCR Methode ist als + 
und keine Amplifikation des Produktes als – gekennzeichnet. 

6WDPP  $Q]DKOJHWHVWHWHU %HIXQGLQGHU
   6WlPPH\RS7,,3&5

3DWKRJHQH<HUVLQLD6WlPPH
<HQWHURFROLWLFD  (p+)1    22     + 
<SVHXGRWXEHUFXORVLV  (p+)    20    
                           
$SDWKRJHQH<HUVLQLD6WlPPH
<HQWHURFROLWLFD  (p-)2             93    - 
<SVHXGRWXEHUFXORVLV  (p-)             29    - 
<LQWHUPHGLD                              16     
<IUHGHULNVHQLL                1    - 
<NULVWHQVHQLL                   1    - 
<DOGRYDH           1    - 
<EHUFRYLHUL                1    - 
<URKGHUL                       1    - 
<PROODUHWLL                 1    - 
 
<HUVLQLDSHVWLV6WlPPH
PKH 4519   (p+)    1    - 
Turquie 10-1 521  (p+)    1    - 
Senegal Thierno 523  (p+)    1    -
Senegal Fay 524  (p+)    1    -
Kenya 147  537       (p+)    1    -
Congo Belge Lita  (p+)    1    - 
PKR 25 564   (p+)    1    - 
Exu 21 567  (p+)    1    - 
Con.Bel.Elisab 678    (p+)    1    -
Hamburg 9 695          (p+)    1    - 
6WlPPHDQGHUHU%DNWHULHQ6SH]LHV
6DOPRQHOODEnteritidis    1     - 
6DOPRQHOODTyphimurium      2    - 
6DOPRQHOODSenftenberg    1    - 
(QWHURFRFFXVIDHFDOLV     1    - 
(QWHUREDFWHUDHURJHQHV             1    - 
(VFKHULFKLDFROL     2    - 
3VHXGRPRQDVDHUXJLQRVD    1    -
6WDSK\ORFRFFXVDXUHXV                1    - 
%UXFHOODDERUWXV     1    
%XUNKROGHULDSVHXGRPDOOHL         1    - 
%XUNKROGHULDPDOOHL                  1    - 
)UDQFLVHOODWXODUHQVLV     1    - 

1p+, plasmidtragendes Isolat 
2p-, plasmidloses Isolat 

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6HQVLWLYLWlWGHU\RS7,,3&50HWKRGH

Eine Überprüfung der Sensitivität der yopT I-PCR war nicht erforderlich, da es sich bei 
diesem PCR-Verfahren nicht um eine Methodik handelte, die auch in der Diagnostik 
Verwendung finden sollte.  
Die Sensitivität der yopT II-PCR, die zur Diagnostik persistent infizierter Schweine eingesetzt 
werden soll, wurde dagegen anhand einer logarithmisch absteigenden <HQWHURFROLWLFD(DSM 
13030) Verdünnungsreihe überprüft. So konnte für die yopTII-PCR eine Sensitivität von 102 
GKZ/Reaktionsansatz (50 µl) bestimmt werden (Abbildung 14). 
 
 
           


$EELOGXQJ  6HQVLWLYLWlWVSUIXQJ GHU \RS7 ,,3&50HWKRGH
2OLJRQXNOHRWLGNRPELQDWLRQ\RS7IZXQG\RS7UDie noch detektierbare Keimzahl pro 
Reaktionsansatz ist in der Beschriftung der Abbildung hervorgehoben. In Spur eins ist der 
Längenstandard (LS) aufgetragen. Die Sensitivitätsprüfung erfolgte anhand einer 
logarithmisch absteigenden Verdünnungsreihe einer < HQWHURFROLWLFD (DSM 13030)-
Suspension. 
 
 
 
6WDELOLWlWGHU<HQWHURFROLWLFD3&53URGXNWH
 
In den Untersuchungen dieser Arbeit konnte auch bei dem von uns verwendeten 
Referenzstamm eine thermostabile Desoxyribonuklease (DNase) nachgewiesen werden. 
Das \RS7-PCR-Produkt von 969 bp von < HQWHURFROLWLFD (DSM 13030) der yopT I-PCR 
wurde beim Einsatz von 3 µl nicht mit ProteinaseK vobehandelten < HQWHURFROLWLFD-
Zellsuspensionen als Template in einem PCR-Ansatz innerhalb von drei Stunden nach 30 
PCR-Zyklen bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C vollständig abgebaut (Abbildung 18A, 
(Anhang)). Wie man auf Abbildung 18A+B, Spur 1 (Anhang), erkennen kann, ist das PCR-
Produkt, wenn man es direkt nach den PCR-Zyklen auftrug, noch vorhanden. Durch Zugabe 
von 1 µl EDTA-Lösung (150 mmol) zum 10 µl PCR-Ansatz nach Beendigung der PCR-
Zyklen kann der Abbau über einen Zeitraum von 6 Stunden und einer Lagerungstemperatur 
von 4 °C im Thermocycler vollständig verhindert werden (Abbildung 18A+B, Spur 2 
             Zellen pro           LS      107     106     105      104     103        101   100 
       Reaktionsansatz 
ES
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(Anhang)). Wird die in der PCR als Template eingesetzte < HQWHURFROLWLFD-Zellsuspension 
jedoch vor der PCR im ProteinaseK enthaltenden Lysis-Puffer bei 56 °C für 1 Stunde 
inkubiert, bleiben die PCR-Produkte auch bei einer Lagerungsdauer von über 6 Stunden bei   
4 °C im Thermocycler noch vergleichsweise stabil (Abbildung 18B (Anhang)). Jedoch zeigte 
sich auch hier ein beginnender Abbau des Produktes. Bei einer Lagerung über 12 Stunden bei 
4 °C im Thermocycler konnte allerdings selbst bei Vorbehandlung mit dem in dieser Arbeit 
verwendeten Lysis-Puffer ein Abbau der PCR-Produkte nicht verhindert werden. Gleichwohl 
war hier der Abbau des PCR-Produktes durch Zugabe von 1 µl EDTA-Lösung (150 mmol) 
nach Beendigung der PCR-Zyklen zu 10 µl PCR-Ansatz vollständig inhibierbar (Abbildung 
18B, Spur 2 (Anhang)). 
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',6.866,21
 
In dieser Arbeit konnten mit 6 Typhimurium und < HQWHURFROLWLFD persistent infizierte 
Schweine über Kulturverfahren vergleichend mit neuen PCR-Methoden mit hoher Sensitivität 
und Spezifität identifiziert werden. An Schweinen aus experimentellen Infektionsversuchen, 
die im Rahmen des durch die DFG geförderten Graduiertenkollegs „ Schlachttierbelastung und 
Produktsicherheit“ -GRK 39/2 durchgeführt worden sind, wurde die Eignung dieser Verfahren 
zur Identifizierung persistent infizierter Schweine geprüft und validiert. 
Es wurde deutlich, dass zur Verbesserung der Spezifität die Evaluierung einer PCR-Methodik 
für diese bakteriellen Enteritis-Erreger nicht nur anhand von Reinkulturen oder von gezielt 
kontaminiertem Probenmaterial erfolgen sollte, sondern möglichst aus experimentell 
gewonnenen Proben aus der späteren Zielspezies, in diesem Falle dem Schwein. Erst auf 
diese Weise wurde es möglich, grundlegende Verfahrensweisen für die Routinediagnostik in 
der Feldsituation vorzuschlagen, die letztendlich zu einer Entfernung persistent infizierter 
Schweine aus der Lebensmittelkette führen können. 
 
$OOJHPHLQH$VSHNWH
Das Schwein wurde als Zielspezies ausgewählt, da es das wichtigste Reservoir für 6. 
Typhimurium DT104 und humanpathogene < HQWHURFROLWLFD (Bioserovar 4/O:3) darstellt. 
Neben &DPS\OREDFWHUSpezies gehören diese Bakterienspezies zu den wichtigsten 
Zoonoseerregern der (QWHULWLV ,QIHFWLRVD beim Menschen (MEHNERT et al., 2001a). 
Innerhalb der Spezies 6DOPRQHOODspielen die nicht wirtsadaptierten Serovare 6 Enteritidis, 6 
Typhimurium und hier insbesondere der Phagentyp DT104 durch seine Multiresistenz gegen 
Chemotherapeutika eine bedeutende Rolle. Europaweit wird deshalb zur Zeit ein verbesserter 
Schutz für den Verbraucher angestrebt und versucht, Zoonoseerreger möglichst aus der 
menschlichen Nahrung zu verbannen. 
In der vorliegenden Arbeit war es möglich, zwei PCR-Methoden zum Nachweis von 
6DOPRQHOODund von <HQWHURFROLWLFD beim Schlachtschwein anhand von Gewebeproben aus 
verschiedenen Infektionsversuchen mit 6. Typhimurium DT104 und < HQWHURFROLWLFD zu 
evaluieren und mit den zeitgleich erhobenen kulturellen Befunden zu vergleichen. Das zur 
Prüfung zur Verfügung stehende Probenmaterial stammte ausschließlich aus klinisch 
inapparenten, persistent infizierten Schweinen aus Infektionsversuchen und war deshalb gut 
charakterisiert. Es war unter anderem dokumentiert, wie lange die Schweine infiziert waren, 
ob sie nach der Infektion klinische Symptome einer Infektion zeigten, wie lange die klinische 
Symptomatik anhielt und ob sie auch kurz vor der Schlachtung noch klinische Symptome 
aufwiesen. Sämtliche entnommenen Gewebeproben stammten von Tieren, die zum Zeitpunkt 
der Schlachtung klinisch symptomfrei waren und nicht ununterbrochen die Erreger 
ausschieden. Damit konnten sie als persistente Träger der jeweiligen bakteriellen Infektion 
definiert werden. Lediglich zwei Tiere aus einem Salmonellen-Infektionsversuch verstarben 
unter den Symptomen einer Septikämie. 
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Inapparent infizierte Schweine können die Krankheitserreger bis auf den Schlachthof 
verschleppen und sind somit die wichtigste Quelle für den Eintrag von Salmonellen und <
HQWHURFROLWLFD in die Lebensmittelkette. 
 
'LDJQRVWLNYRQ6DOPRQHOOD
Durch den im ersten Teil dieser Arbeit durchgeführten Vergleich des kulturellen Verfahrens 
nach ISO 6579 mit einem etablierten (DIN 10135) und einem in dieser Arbeit neu 
entwickelten PCR-Verfahren ist es nun möglich, Salmonellen in Gewebeproben von 
inapparent infizierten Schweinen innerhalb von weniger als 56 Stunden spezifisch und sicher 
nachzuweisen. Dabei wurde eine PCR-Methode mit vorangehender Anreicherung etabliert, 
die es ermöglicht, selbst in 14 verschiedenen Gewebetypen den Erreger mit hoher Spezifität 
nachzuweisen. Die Methode ist damit vielen anderen PCR-Methoden zum Nachweis von 
Salmonellen im Schlachtschwein signifikant überlegen, da sie an die spätere Zielspezies 
Schwein angepasst und auf vierzehn verschiedene Organe (Tabelle 5) gleichermaßen 
anwendbar ist.  
 
'LDJQRVWLNYRQ<HQWHURFROLWLFD
Im zweiten Teil der Arbeit wurde zum spezifischen Nachweis von pathogenen <
HQWHURFROLWLFD-Isolaten erstmals das \RS7-Gen des Virulenzplasmids als Zielsequenz für eine 
PCR-Methode verwendet. Dies war nun möglich, da das bisher nicht bei <
SVHXGRWXEHUFXORVLV beschriebene \RS7-Gen in dieser Arbeit auch bei dieser Spezies 
nachgewiesen und der Gen-Datenbank (Acc.-Nummer AJ304833) zur Verfügung gestellt 
werden konnte. Anhand von 192 getesteten <HUVLQLD-Stämmen war ein spezifischer Nachweis 
von pathogenen <HQWHURFROLWLFD-Isolaten innerhalb der Spezies <HUVLQLD möglich. Außerdem 
konnte anhand von gezielt kontaminierten Proben die Anwendung als diagnostische PCR für 
den Nachweis von pathogenen < HQWHURFROLWLFD-Isolaten in ausgewählten Proben vom 
Schlachtschwein eingeführt werden. Eine erste Evaluierung an experimentell infizierten 
Schweinen aus einem Infektionsversuch konnte erfolgreich abgeschlossen werden. Ein 
spezifischer Nachweis in lymphatischen Organen beim Schwein war nun schon innerhalb von 
weniger als 56 Stunden mit genügend hoher Spezifität möglich.  
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Die bakteriologische Diagnostik von 6DOPRQHOOD nach ISO 6579 gilt in Fachkreisen nach wie 
vor als „ Goldstandard“  für den Nachweis von Salmonellen. Alle neuen Methoden müssen 
sich demnach an diesem Standard messen lassen. Deshalb wurde dieses Verfahren auch im 
Vergleich zu den beiden in dieser Studie entwickelten PCR-Methoden (invA I und invA II) 
eingesetzt, um deren Eignung unter Praxisbedingungen zu prüfen.  
Der Vergleich der standardisierten kulturellen Methode mit den PCR-Verfahren invA I aus 24 
Stunden-Pepton-Anreicherung zeigte in der Auswertung von 84 Gewebeproben aus 
experimentell infizierten Meishan-Schweinen insgesamt eine geringere Sensitivität als das 
kulturelle Nachweisverfahren. Die Sensititvität der invA I-PCR-Methode liegt bei 79 %, bei 
einer Spezifität von 100 %. Dieser Unterschied in der Sensitivität beruht insbesondere auf 
dem erschwerten Nachweis in Lunge, Jejunum, Ileum, Caecum und Colon, in denen die 
Nachweisrate bei persistent infizierten Tieren mit der PCR-Methode deutlich unter der des 
Kulturverfahrens liegt (Abbildung 5 und Tabelle 16 (Anhang)). Bei den zwei Tieren, die unter 
den Symptomen einer akuten Salmonellose verstarben, war der Nachweis nach 24stündiger 
Anreicherung in Pepton-Bouillon und anschließender invA I-PCR-Methode in sämtlichen 
Organen möglich (Abbildung 15 (Anhang)). Anhand der Untersuchungen an den akut 
verstorbenen Tieren zeigte sich, dass der Nachweis von Salmonellen beim akut infizierten 
Tier sowohl mit der kulturellen Diagnostik als auch mit der invA I-PCR-Methode 
unproblematisch und sicher positiv ist. Aus diesem Grund wurden alle weiteren 
Untersuchungen anhand von persistent infizierten Tieren durchgeführt, da gerade diese Tiere 
diagnostisch am schlechtesten zu erfassen sind, aber hinsichtlich des Verbraucherschutzes das 
größte Problem darstellen.  
Das Hauptergebnis der Untersuchungen an Gewebeproben von experimentell mit 6 
Typhimurium DT104 infizierten Tieren war, dass sich insbesondere Proben der Rachen- und 
Darmlymphknoten des Schweines zum Nachweis eignen. Bei der Untersuchung der 
lymphatischen Organe solcher Tiere liegt die Sensitivität und die Spezifität der PCR-Methode 
bei 100 %. In den Mandibularlymphknoten, Lnn. ileocolici und im Colonlymphknoten war 
bei allen Tieren der 6DOPRQHOOD-Nachweis bereits mit der invA I-PCR-Methode nach 
24stündiger Anreicherung möglich (Abbildung 5). Somit ist diese PCR-Methode zum 
Nachweis von Salmonellen im Lymphknoten dem kulturellen Verfahren insbesondere 
hinsichtlich der verkürzten Zeitspanne bis zur Diagnose deutlich überlegen. Die PCR dauert 
mit Anreicherung, DNA-Isolierung und Elektrophorese etwa 32 Stunden, während die 
bakteriologische Diagnostik wenigstens 75 Stunden benötigt. Diese erste Teilstudie zeigt, wie 
auch die folgenden Untersuchungen, dass sich insbesondere die lymphatischen Gewebe für 
den schnellen Nachweis einer persistenten Infektion beim Schwein über die PCR-Methode 
eignen. 
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Untersuchungen zur Persistenz von Salmonellen in verschiedenen Geweben von 
experimentell infizierten Schweinen wurden bisher nur mittels kultureller Verfahren 
durchgeführt (KAMPELMACHER et al., 1969; WOOD et al., 1989; WOOD et al., 1991, 
FEDORKA-CRAY et al., 1994). Ein gleichzeitiger oder vergleichender Nachweis von 
6DOPRQHOOD zwischen dem Kulturverfahren und der PCR-Methode, wie es auch Inhalt der 
vorliegenden Arbeit ist, wurde bisher nur für Gewebeproben von experimentell infizierten 
Hühnern beschrieben (TUCHILI et al., 1995; SCHRANK et al., 2001). 
Die geringere Sensitivität der invA I-PCR-Methode in den oben genannten Geweben (Lunge, 
Jejunum, Ileum, Caecum und Colon (Tabelle 16 (Anhang)) ist insbesondere auf das 
Vorkommen inhibitorischer Substanzen zurückzuführen. Besonders im Jejunum, Ileum, 
Caecum und Colon, bei denen auch deren Inhalt mit in die Anreicherung eingewogen worden 
ist, sind inhibitorische Substanzen zu vermuten. Solchermaßen wirkende Substanzen wurden 
in menschlicher Faeces von AL-SOUD und RADSTRÖM (2000) genauer untersucht. Von 
falsch-negativen Ergebnissen durch inhibitorische Substanzen in Faeces berichten ebenfalls 
die Autoren PERSING (1991) und WILDE et al. (1990).  
Um die Sensitivität unserer Testsysteme auch in diesen Geweben zu erhöhen, wurden im 
zweiten Versuch mit 24 infizierten Hybridschweinen alle 336 entnommenen Gewebeproben 
nicht nur nach Pepton-Anreicherung mit der PCR-Methode untersucht, sondern auch nach der 
sich anschließenden RV-Anreicherung. Durch den zusätzlichen Anreicherungsschritt in RV-
Medium vor der invA I-PCR konnte die Sensitivität der PCR-Methode auf 100 % bei einer 
Spezifität von 96 % gesteigert werden. Die etwas geringere Spezifität war darauf 
zurückzuführen, dass 7 der insgesamt 336 Gewebeproben mittels PCR-Analyse positiv 
getestet worden waren, im Kulturversuch aber negativ blieben (Tabelle 17, Anhang). 
Sämtliche in der invA I-PCR-Methode zweifelhaften Ergebnisse wurden nochmals mit der 
invA II-PCR-Methode nachuntersucht. Die sieben PCR-Produkte aus der invA II-PCR, die 
anlässlich der kulturellen Untersuchung nicht positiv waren, wurden mit dem 
Restriktionsenzym Nde I hinsichtlich ihrer Spezifität erfolgreich positiv getestet. Eine 
Prüfung der Spezifität mittels Restriktionsendonukleasen ist (u.a. von der Deutschen 
Gesellschaft für Hygiene und Mikrobiologie) neben der Hybridisierung und Sequenzierung 
zur Spezifitätsprüfung von PCR-Produkten anerkannt (ROTH et al., 2001).   
In dieser zweiten Untersuchung von 336 Gewebeproben aus 24 Hybridschweinen konnten die 
Befunde aus dem ersten Versuch (84 Gewebeproben aus 6 Meishan-Schweinen) nicht 
bestätigt werden. Eine Anreicherung für 24 Stunden in Pepton-Bouillon reichte nicht aus, um 
die gleiche Sensitivität in lymphatischen Geweben von persistent infizierten Schweinen zu 
erzielen wie im Kulturversuch. Von den Proben der Tonsille, der Mandibularlymphknoten 
und der Colonlymphknoten wurde jeweils eine Probe und von den Proben der Lnn. ileocolici 
sowie des Jejunallymphknotens jeweils drei Proben weniger in der PCR-Methode positiv 
getestet als mittels der Kulturverfahren (Tabelle 17 (Anhang)). Dies ergibt im Vergleich zur 
kulturellen Methodik eine Sensitivität der PCR-Verfahren nach Pepton-Anreicherung im 
Lymphgewebe von 86 %, bei 100 %iger Spezifität. Es muss allerdings dabei beachtet werden, 
dass die bakteriologische Untersuchung besonders aufwändig durchgeführt wurde, da nach 
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Pepton-Anreicherung jeweils ein doppelter Ansatz Rappaport-Vassiliadis-Medium erstellt 
und die Anreicherungen auch jeweils doppelt auf BPLS-Agarmedium und XLD-Agarmedium 
ausgestrichen wurden. Das entspricht den Forderungen in der ISO 6579 zum Nachweis von 
Salmonellen (ANONYMUS, 2000a). Als einzige Abweichung von diesen Standards wurde 
die selektive Anreicherung nach Pepton-Anreicherung nicht in RV-Medium und Tetrathionat-
Novobiocin-Bouillon nach Müller-Kauffmann durchgeführt, sondern im Doppelansatz mit 
RV-Medium. Da der Infektionsstamm 6 Typhimurium DT104 besonders gut in RV-Medium 
wächst und auch nur dieser bei den Schweinen vorkommen sollte, war eine zweite 
Anreicherung in einem anderen Selektivmedium nicht erforderlich. Die bakteriologische 
Diagnostik war vielmehr in diesem Versuch auf den Infektionsstamm ausgerichtet, um eine 
möglichst hohe Sensitivität für die kulturelle Methodik zu erzielen. 
STONE et al. (1995) verglichen ebenfalls die kulturelle Diagnostik mit ihrer PCR-Methode 
anhand von Rektaltupfern von experimentell mit 6 Typhimurium infizierten Beageln. Sie 
erzielten mit der PCR-Methode signifikant bessere Ergebnisse als mit den kulturellen 
Verfahren, was wahrscheinlich darauf zurückzuführen war, dass sie für die bakteriologische 
Diagnostik nur eine Anreicherung für 24 Stunden in Selinit-Cystein-Medium gewählt hatten. 
Somit verglichen sie ihre PCR-Methode mit nicht optimierten bakteriologischen Verfahren, 
was letztlich zu besseren Ergebnissen für die PCR-Methode führte musste.  
Im Rahmen dieser Arbeit sollten die PCR-Methoden mit einer optimierten bakteriologischen 
Nachweismethode verglichen werden. Aus diesem Grund wurde für die bakteriologische 
Diagnostik von 6. Typhimurium DT104 die ISO-Norm 6579 verwendet. Dadurch sind mit der 
PCR-Methode in diesem Vergleich erst nach zusätzlicher selektiver Anreicherung in RV-
Medium die gleichen oder noch bessere Ergebnisse zu erzielen, als mit den kulturellen 
Verfahren. Der zeitliche Vorteil gegenüber einem bakteriologischen 6DOPRQHOOD-Nachweis ist 
aber auch nach 48 Stunden Anreicherung noch vorhanden. Mit der PCR-Methode ist der 
Nachweis innerhalb von 56 Stunden (Anreicherung, DNA-Extraktion, Elektrophorese) 
möglich, während für die bakteriologische Diagnostik wenigstens 76 Stunden erforderlich 
sind.  
Sowohl für den Nachweis von 6 Typhimurium DT104 mittels bakteriologischer Methoden 
sowie auch für die PCR-Diagnostik konnte in dieser Arbeit eine Kombination aus zwei 
Organen bestimmt werden, nach deren Untersuchung 96 % aller Schweine (23 von 24 Tieren) 
richtig als 6DOPRQHOOD positiv identifiziert werden konnten. Bei beiden Verfahren gelingt dies 
in der Probenkombination aus Caecum und Lnn. ileocolici (Abbildung 6 und Tabelle 17         
(Anhang)). Mit der PCR-Methode ist allerdings auch noch eine Kombination aus Ileum und 
Lnn. ileocolici möglich, um persistent infizierte Tiere zu erfassen. Im Ileum beträgt die 
Sensitivität für die PCR-Diagnostik dann 100 % bei einer Spezifität von 40 %. Die Spezifität 
der PCR-Methode wurde hier zusätzlich noch durch einen Restriktionsverdau kontrolliert.  
Die vorliegende Untersuchung erlaubt es nun, zur Identifikation von persistent infizierten 
Schweinen in Zukunft Festlegungen vorzuschlagen, welche Organe sich am Schlachtband 
besonders zum Nachweis von Salmonellen eignen. Diese Erkenntnisse sind auch im Hinblick 
auf die neue Salmonellose-Verordnung (POLTEN, 2002) von Interesse, wenn es darum geht, 
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serologisch positive Befunde bei Schweinen mit Kulturverfahren und/oder PCR-Methoden 
abzusichern. Insbesondere die Ergebnisse von Fleischsaft-ELISA-Systemen, die oft auf sehr 
unterschiedlichen Antigenen basieren und daher nur eine geringe Korrelation untereinander 
aufweisen (VAN DER HEIJDEN, 2001), lassen sich mit den validierten Verfahren aus dieser 
Arbeit verifizieren.  
 
In der DIN 10135 sind zwei mögliche Anreicherungen für den Salmonellen-Nachweis mittels 
PCR angegeben. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit kann gefolgert werden, dass beim 
Vergleich der PCR- mit dem Kulturverfahren nach ISO 6579 eine alleinige Anreicherung in 
Pepton-Bouillon nicht ausreichend ist. Dieser alleinige Anreicherungsschritt reicht nicht aus, 
um die gleiche Sensitivität wie mit dem Kulturverfahren zu erreichen, insbesondere dann 
nicht, wenn man in 14 verschiedenen Gewebestrukturen beim Schlachtschwein Salmonellen 
nachweisen will. In der DIN 10135 wird aber gefordert, dass die eingesetzte PCR-Methode 
mindestens die gleiche Sensitivität wie die kulturellen Verfahren haben muss, wenn sie zur 
Diagnostik eingesetzt werden soll. Zu empfehlen ist nach den Erkenntnissen dieser Arbeit 
demnach eine Voranreicherung in Pepton-Bouillon mit anschließender selektiver RV-
Anreicherung und einer DNA-Extraktion vor Beginn der PCR-Präparationen. 
 
Es lässt sich folgern, dass mit zwei Organprobenkombinationen (Caecum/Lnn. ileocolici und 
Ileum/Lnn. ileocolici) persistente Träger einer 6. Typhimurium DT104 Infektion mittels PCR-
Analytik innerhalb von 56 Stunden sicher zu identifizieren sind und somit mindestens 24 
Stunden vor dem bakteriologischen Nachweis ein gleichwertiger Befund erstellt werden kann. 
Dieser Zeitgewinn ist ökonomisch bedeutsam, da in der Fleischindustrie jeder Tag, an dem 
Produkte aufgrund eines eventuellen Verdachtes auf Salmonellen zurückgehalten werden 
müssen, enorme Summen an Lagerkosten verschlingt. Unter diesem Gesichtspunkt stellen 24 
Stunden Zeitsparnis einen erheblichen diagnostischen Fortschritt dar. In diesem Sinne ist 
somit die PCR-Methode zum Salmonellen-Nachweis beim persistent infizierten Schwein und 
am Schlachtkörper eine sinnvolle Alternative zur kulturgestützten Diagnostik.    
 
 
 
$XVZDKOGHU2OLJRQXNOHRWLGHIUGLH3&5'LDJQRVWLNDXI6DOPRQHOOHQ
 
Für die vorliegenden Untersuchungen wurden zwei Oligonukleotidpaare (invA I und invA II) 
ausgewählt. Beide Oligonukleotidpaare basieren auf dem chromosomal gebundenen 
Virulenzgen LQY$ (Abbildung 1). Es liegt auf der sogenannten “ 6DOPRQHOOD Pathogenicity 
Island 1“  (SPI 1) und kodiert für ein 71 kda Membranprotein, welches an der Invasion der 
Salmonellen in die Mukosa des Wirtes beteiligt ist (DARWIN und MILLER, 1999). Im 
Gegensatz zu der in dieser Arbeit entwickelten PCR-Methode zum spezifischen Nachweis 
von pathogenen < HQWHURFROLWLFD, die auf einem Virulenzfaktor des Virulenzplasmids von 
<HUVLQLD basiert (Abbildung 4), stützen sich diese beiden PCR-Methoden zum Salmonellen
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Nachweis auf ein chromosomal kodiertes Virulenzgen. In der PCR-Diagnostik verwendet 
man für bakterielle Krankheitserreger meist Virulenzgene als Targetsequenzen, da sie im 
Vergleich zu anderen Bereichen des Genoms oft spezies-spezifisch und hoch konserviert sind. 
Allerdings können innerhalb der Familie der (QWHUREDFWHULDFHD auch bei ausgewählten 
Virulenzgenen immer wieder Sequenzidentitäten vorkommen, die dann bei der Validierung 
einer PCR zu Spezifitätsproblemen führen können. 
 
Die PCR nach RAHN et al. (1992), in dieser Arbeit als invA I bezeichnet, ist im Anhang der 
DIN 10135 als ein geeignetes Oligonukleotidpaar für die 6DOPRQHOOD-Diagnostik angegeben. 
Auch das EU-Forschungsprojekt „ FOOD-PCR“  im 5. EU-Rahmenprogramm “ Quality of 
Life“  (Internetadresse:http://www.pcr.dk) versucht zur Zeit dieses Oligonukleotidpaar als 
geeignetes Werkzeug für den Salmonellen-Nachweis zu etablieren. MALORNY (2001), der 
sich im Rahmen des „ Food-PCR“ -Projektes mit der Harmonisierung und Standardisierung des 
PCR-Nachweises vom Lebensmittel stammender bakterieller Infektionserreger beschäftigt, 
hält dieses Oligonukleotidpaar für prinzipiell geeignet, empfiehlt aber eine DNA-
Hybridisierung zur Überprüfung der Spezifität der Amplifikate. Auch die DIN 10135 fordert 
Hybridisierungsverfahren zur Verifizierung der Ergebnisse.  
Die spezifische Problematik der invA I-PCR-Methode wird auch durch die im Rahmen dieser 
Arbeit durchgeführten Recherchen in der Gen-Datenbank bestätigt. Ein mit der Gensequenz 
des LQY$-Gens durchgeführtes „ Multiple Alignment“  zeigt insbesondere im Bereich des 5 -´
Endes des LQY$-Gens eine hohe Sequenzhomologie mit Teilen des Genoms von ( FROL Es 
wird sogar eine 90 %ige Sequenzhomologie zwischen den Genomen von 6DOPRQHOOD und (
FROL beschrieben (SALYERS und WHITT, 1994). Diese Sequenzhomologien zwischen den 
beiden Spezies können letztendlich zu falsch-positiven Ergebnissen in einer nicht optimierten 
PCR-Diagnostik führen. Die entstehenden falsch-positiven Amplifikate haben oft die gleiche 
Größe wie das spezifische Produkt. Um diese Probleme zu umgehen, empfiehlt sich ebenfalls 
eine DNA-Hybridisierung (FEDER et al., 2001).  
Ziel einer modernen diagnostischen Methode wie der PCR sollte es aber nicht sein, 
systemimmanente falsch-positive Ergebnisse durch eine zusätzliche, ebenfalls sehr komplexe 
Methode (DNA-Hybridisierung) zu verifizieren. Dadurch werden die Kosten der 
Untersuchung in die Höhe getrieben, der zeitliche Aufwand des Nachweises vergrößert und 
die Fehlerquellen durch das zusätzliche Hybridisierungsverfahren vermehrt. Vorrangiges Ziel 
sollte es deshalb sein, Oligonukleotide für eine PCR-Methode so zu konstruieren, dass sie ein 
Höchstmaß an Spezifität aufweisen und damit nicht erst durch eine DNA-Hybridisierung 
sicher positive von negativen Ergebnissen zu unterscheiden sind.  
Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit zum Vergleich mit dem etablierten 
Oligonukleotidpaar ein neues Paar, welches als invA II-Methode bezeichnet wird, konstruiert. 
Es basiert auf dem 3 -´Ende des LQY$-Gens, da in diesem Bereich beim „ Multiplen Alignment“  
keine Überschneidungen mit dem Genom von (FROL oder anderen bakteriellen Erregern der 
Familie der (QWHUREDFWHULDFHD auftreten. Das Oligonukleotidpaar wurde so konzipiert, dass 
innerhalb des 443 bp großen Amplifikates eine Schnittstelle für die handelsübliche 
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Restriktionsendonuklease Nde I besteht, mit der dann auch die Spezifität des Amplifikates 
einfach überprüft werden kann. Die Restriktionsendonuklease Nde I schneidet das 443 bp 
große Amplifikat innerhalb von 1 ½ Stunden in ein 247 bp sowie 196 bp großes Stück. Das 
284 bp große PCR-Produkt der invA I-PCR-Methode besitzt dagegen keine Schnittstelle für 
handelsübliche Restriktionsendonukleasen und ist daher im Falle einer notwendigen 
Überprüfung nur durch eine DNA-Hybridisierung verifizierbar. Der Vorteil des 
Restriktionsverdaues ist, dass er schnell durchzuführen ist und im Vergleich zur 
Hybridisierung kaum Fehlerquellen für den Anwender birgt.  
 
Der erste Schritt zur Etablierung einer PCR zum spezifischen Nachweis von bakteriellen 
Erregern ist die Überprüfung der Spezifität anhand von Bakterien-Reinkulturen 
(WIDJOJOATMODJO et al., 1991; COHEN et al., 1996). Um die Spezifität des neu 
entwickelten invA II-Oligonukleotidpaares zu überprüfen, wurde deshalb insgesamt eine 
Gruppe von 48 verschiedenen Stämmen überprüft (Tabelle 13), die sich aus diversen 
Referenzstämmen und Feldisolaten zusammensetzte. Bei sämtlichen der 12 getesteten 
6DOPRQHOOD-Stämme wurde das spezifische Produkt von 443 bp amplifiziert. Bei den neun 
getesteten ( FROL-Stämmen, darunter vier Referenzstämme (Tabelle 4) und vier ( FROL-
Feldisolate vom Schwein, wurde weder ein spezifisches noch ein unspezifisches Produkt 
amplifiziert. Allerdings geht aus Abbildung 10 hervor, dass es bei dem in der DIN 
angegebenen Oligonukleotidpaar (invA I) zur Amplifikation unspezifischer Produkte bei den 
gleichen (FROL-Referenz- und Feldstämmen kommt. So konnte anhand der Prüfung von (
FROL-Reinkulturen bestätigt werden, was in der Theorie bereits durch ein „ Multiple 
Alignment“  vermutet worden war. Im Bereich des 3 -´Endes des LQY$-Gens vonSalmonellen, 
auf dem die invA II-PCR basiert, befindet sich keinerlei Überschneidung mit Teilen des 
Genoms von (FROL.  
Lediglich bei < DOGRYDH und < LQWHUPHGLD wurden unspezifische Banden amplifiziert, die 
aber nicht zu einer Verwechslung mit dem spezifischen Produkt führen können, da sie 
entweder deutlich kleiner (300 bp bei < DOGRYDH) als das spezifische Produkt waren oder 
sogar zwei unspezifische Banden zeigten (100 bp und 500 bp bei <LQWHUPHGLD). Diagnostisch 
spielen beide Bakterienspezies beim Nachweis von Salmonellen im Schwein bei den 
verwendeten Anreicherungsverfahren vor der PCR in Pepton-Bouillon bei 37 °C sowie RV-
Medium bei 42 °C keine Rolle, da beide Keimarten psychrotroph sind und daher unter diesen 
Bedingungen extrem langsam oder gar nicht wachsen.  
 
Bei der invA I-PCR Methode wurde in dieser Arbeit auf eine ausgedehnte Spezifitätsprüfung 
verzichtet, da bereits von RAHN und Mitarbeitern (1992) umfangreiche Spezifitätsprüfungen 
anhand von 630 6DOPRQHOODStämmem und 126 Nicht-6DOPRQHOOD-Bakterienstämmen 
durchgeführt worden sind. Vergleichende Untersuchungen zur Spezifität der beiden 
Oligonukleotidpaare invA I und invA II erfolgten daher an dem Gewebematerial der 
Salmonellen-negativen Kontrollgruppe, da eine Spezifitätsprüfung in der späteren Zielspezies 
mehr Aussagekraft besitzt als die Prüfung der Spezifität anhand von Reinkulturen.  
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Die von RAHN und Mitarbeitern (1992) angegebenen PCR-Bedingungen wurden allerdings 
noch einmal anhand von 17 Bakterienkulturen optimiert. Diese Optimierung wurde deshalb 
erforderlich, weil die angegebenen PCR-Bedingungen unspezifische Amplifikate bei einigen 
der 17 getesteten Reinkulturen erbrachten. Das eine Optimierung der PCR-Bedingungen auch 
10 Jahre nach Einführung dieses PCR-Verfahrens erforderlich ist, verwundert nicht, da 
enorme Fortschritte hinsichtlich der Effizienz der 7DT-Polymerase, der Aufheiz- und 
Abkühlungszeiten der Thermocycler, der Reinheit der dNTPs und der Zusammensetzung der 
PCR-Puffer gemacht werden konnten. Außerdem muss jede PCR-Methode auf die 
Bedingungen im jeweiligen Labor eingestellt werden.  
Die Sensitivität der beiden PCR-Verfahren wurde dann anhand einer logarithmisch 
absteigenden Verdünnungsreihe einer 6 Typhimurium-Kultur bestimmt und verglichen. 
Prinzipiell kann die Auswahl der Oligonukleotide einen großen Einfluss auf die Sensitivität 
einer PCR haben (RYCHLIK, 1995). So war es erforderlich, beide Oligonukleotidpaare 
hinsichtlich ihrer Sensitivität zu vergleichen, um zu klären, ob das neu konstruierte 
Oligonukleotipaar (invA II) die gleiche Sensitivität aufweist wie das bereits etablierte 
Oligonukleotidpaar (invA I). Für beide Oligonukleotidpaare konnte eine Nachweisgrenze von 
103 Zellen/Reaktionsansatz festgestellt werden (Abbildung 11). Die Sensitivitätsgrenze beider 
PCR-Methoden erscheint besonders auch im Hinblick auf die Sensitivität der in dieser Arbeit 
entwickelten yopT II-PCR-Methode (102 Zellen/Reaktionsansatz) relativ hoch zu liegen, 
konnte aber anhand mehrer Serien von Verdünnungsreihen bestätigt werden. Zudem war es 
nicht Ziel dieser Untersuchung, eine möglichst geringe Zellzahl nachzuweisen, sondern es 
galt, die beiden Oligonukleotidpaare unter realistischen Bedingungen hinsichtlich ihrer 
Sensitivität zu vergleichen. Der Hauptbefund war dann, dass beide Oligonukleotidpaare die 
gleiche Nachweisgrenze haben. Andere Arbeitsgruppen, wie z. B. AMAVISIT et al. (2001) 
berichteten von einer Nachweisgrenze von 102 Zellen im PCR-Ansatz unter Nutzung eines 
speziellen DNA-Extraktionskits. Diese Beobachtung konnten auch von GUO et al. (2000) 
bestätigt werden, die gleichfalls eine um den Faktor 101 verbesserte Nachweisgrenze durch 
Isolierung der DNA mittels DNA-Extraktionskits erzielen konnten. Vergleicht man die 
Erkenntnisse aus beiden oben genannten Studien mit den Ergebnissen dieser Arbeit, liegt die 
Sensitivitätsgrenze von 103 Zellen/Reaktionsansatz bei einfachem ProteinaseK-Verdau ohne 
DNA-Extraktionskit im akzeptablen diagnostischen Bereich.  
 
 
 
6SH]LILWlWVYHUJOHLFKGHULQY$,PLWGHULQY$,,3&50HWKRGH]XU6DOPRQHOOD
'LDJQRVWLN
 
Eines der Hauptziele dieser Arbeit war die Entwicklung einer sicheren und damit spezifischen 
PCR-Methode zum schnellen Nachweis von Salmonellen in Geweben von persistent 
infizierten Schlachtschweinen. Aus diesem Grund wurde die Spezifität der beiden 
eingesetzten  PCR-Verfahren anhand der entnommenen Gewebeproben aus den im Rahmen 
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des durch die DFG geförderten Graduiertenkollegs „ Schlachttierbelastung und 
Produktsicherheit“ -GRK 39/2 durchgeführten Infektionsversuchen getestet. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es in einigen Organen zu Problemen hinsichtlich 
der Spezifität der invA I-PCR-Methode kommen kann, wenn bestimmte ( FROL Stämme 
bereits die Organe des Schweines kolonisieren (Abbildung 7 und Abbildung 8). Diese 
Problematik trat erstmalig nach dem Anreicherungsschritt in RV-Medium im zweiten 
Infektionsversuch bei den Organen der Hybridschweine auf, die mit 6 Typhimurium DT104 
infiziert worden waren. Sämtliche Gewebe, in denen das Produkt auftrat, waren vorher 
kulturell als 6DOPRQHOOD-negativ getestet worden. So war eine erste Überlegung, dass die 
PCR-Methode eine höhere Sensitivität als der Kulturversuch haben könnte und deshalb die 
kulturell negativ getesteten Gewebe mit der invA I-PCR-Methode doch als richtig positiv 
identifiziert werden können. Erst nachdem die Gewebeproben der Kontrollgruppe untersucht 
wurden und in einigen Organen solcher Tiere auch unspezifische Produkte amplifiziert 
werden konnten, musste die Spezifität der in der DIN aufgeführten PCR-Methodik 
angezweifelt werden. Durch die Sequenzierung eines der vermeintlich positiven PCR-
Produkte aus einem 6DOPRQHOOD-negativen Tier (Abbildung 8) und der darauffolgenden 
Bestätigungsuntersuchung an ( FROL-Reinkulturen (ATCC-Stämme und Feldisolate, 
Abbildung 10) konnte dann festgestellt werden, dass es sich bei dem Amplifikat um ein 
unspezifisches Produkt des Genoms von (FROL handelt und eben nicht um das spezifische 
Produkt der invA I-PCR.  
Untersuchte man Salmonellen-positive Schweine, bei denen ein unspezifisches Amplifikat in 
einigen Gewebeproben auftrat und die negative Kontrollgruppe mittels des in dieser Arbeit 
neu konstruierten Oligonukleotidpaares (invA II-Methode), so konnte in keinem Gewebe ein 
unspezifisches Produkt nach RV-Anreicherung amplifiziert werden (Abbildung 8). Alle 
Amplifikate konnten im Restriktionsverdau überprüft und als spezifisch eingeordnet werden.  
In dieser Arbeit standen eine genügende Anzahl von Proben aus nachweislich 6 
Typhimurium DT104 positiven Schweinen aus Infektionsversuchen sowie eine Vielzahl an 
Gewebematerial von 6DOPRQHOOD-negativen Tieren zur Verfügung. Letztlich konnte somit eine 
neu entwickelte PCR-Methode im Vergleich zu einem etablierten PCR-Verfahren (DIN 
10135) für den Nachweis von Salmonellen im Schlachtschwein evaluiert und im Zuge dessen 
die Diagnostik mit der PCR-Methode signifikant verbessert werden. 
Die prinzipiellen Probleme (Feder et al., 2001) mit einer auf dem LQY$-Gen basierenden PCR-
Methode konnten in dieser Arbeit bestätigt werden. Es wurde darüber hinaus deutlich, dass 
die Problematik der unspezifischen kreuzreaktiven Amplifikate durch eine selektive RV-
Anreicherung noch verstärkt wird, da ein Wachstum der problematischen E. FROL-Stämme 
nicht inhibiert werden kann. 
Die invA II-PCR-Methode weist somit Salmonellen im persistent infizierten Schwein mit 
hoher Spezifität nach. Das LQY$-Gen von 6 Typhimurium ist allerdings nur dann als 
Targetsequenz für den spezifischen Nachweis von Salmonellen im Schlachtschwein geeignet, 
wenn die Oligonukleotide auf dem 3 -´Ende des LQY$-Genes basieren. Das in der DIN 10135 
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angegebene Oligonukleotidpaar (invA I-Methode) eignet sich dagegen nicht zum 
Salmonellen-Nachweis im Schwein aus der RV-Anreicherung.  
Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Oligonukleotidpaar invA II ist somit das 
Diagnostikum der Wahl. Dies ist nach der DIN 10135 auch prinzipiell zulässig, da in der 
Diagnostik andere nachweislich zum Salmonellen-Nachweis geeignete Oligonukleotidpaare 
eingesetzt werden dürfen, wenn ihre Prüfung die Gleichwertigkeit oder eine Verbesserung der 
diagnostischen Sicherheit ergibt. 
 
 
 
$XIEHUHLWXQJGHU*HZHEHSUREHQIUGLH3&55HDNWLRQ
 
Eine Vielzahl von Möglichkeiten zur Probenaufbereitung und DNA-Extraktion zur 
Salmonellen-Diagnostik über die PCR ist bereits beschrieben worden, Übersicht in Tabelle 1. 
Allerdings wird in den letzten Jahren aus Gründen der Sensitivitätssteigerung den meisten 
PCR-Methoden zum Nachweis bakterieller Erreger aus komplexen biologischen Materialien 
ein kultureller Anreicherungsschritt vorangestellt. 
In der DIN 10135 ist eine vorgeschaltete Homogenisierung der Proben und ein nachfolgender 
nicht selektiver und/oder selektiver Anreicherungsschritt zwingend vorgeschrieben. Der 
Homogenisierungsschritt der Proben kann entweder durch thermischen Aufschluss oder durch 
einen Homogenisator erfolgen. Als nicht selektive Voranreicherungen wird die Anreicherung 
in Pepton-Bouillon empfohlen und für die selektive Anreicherung RV-Medium. Die 
Nukleinsäureextraktion aus der Anreicherung kann wahlweise durch handelsübliche DNA-
Extraktionssysteme oder über einen thermischen Zellaufschluss durchgeführt werden. Vor der 
Nukleinsäureextraktion sind verschiedene Waschschritte gefordert. In dieser Arbeit wurde 
überprüft, ob sich diese Methode der Probenaufbereitung auch für den Nachweis von 
Salmonellen im Schlachtschwein eignet, insbesondere weil Teilschritte dieser Methodik in 
der Literatur kontrovers diskutiert werden. Zum Beispiel ist generell die Anreicherung in RV-
Medium umstritten. STONE et al. (1994) berichteten von einem hemmendem Effekt des RV-
Anreicherungsmediums auf PCR-Reaktionen. Ein solcher Effekt konnte in den eigenen 
Untersuchungen allerdings nicht festgestellt oder bestätigt werden. Dieser Befund deckt sich 
mit den Erkenntnissen von KONGMUANG et al. (1994) und FEDER et al. (2001), die in 
ihren Studien ebenfalls keinen hemmenden Effekt der RV-Voranreicherung auf PCR-
Reaktionen feststellen konnten.  
Eine Aufbereitung der Proben mit kommerziellen Fertigkits ohne oder nach 
Voranreicherungsschritt kam für die Zielstellung dieser Arbeit nicht in Frage, da man 
verschiedene Kits für die sehr heterogene Gruppe von Gewebeproben hätte verwenden 
müssen. Für reines Gewebematerial aus Milz, Leber und Lymphgewebe hätte man Kits für 
die DNA-Isolierung aus Geweben und für Proben aus Jejunum, Ileum, Colon, und Caecum, 
die immer mit Kot kontaminiert sind, Aufbereitungssysteme für die Isolierung aus Faeces 
verwenden müssen. Die Etablierung einer einheitlichen Methode für alle 14 verschiedenen 
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Gewebeproben vom Schlachtschwein wäre so nicht möglich gewesen. Zusätzlich haben 
gleichsinnige eigene Untersuchungen im Rahmen der Aufbereitung von „ gespikten“  Faeces-
Proben vom Schwein mit < HQWHURFROLWLFD gezeigt, dass z.B. die DNA-Extraktion mit dem 
QIAamp DNA-Stool-Mini-Kit für eine sensitive Routinediagnostik nicht befriedigend ist 
und nicht an die Sensitivität eines bakteriellen Voranreicherungsschrittes herankommt 
(Absatz 4.2.1).  
Eine Isolierung der DNA aus der jeweiligen Anreicherung erfolgte in dieser Arbeit durch 
gezielte Zentrifugationsschritte (Abbildung 2). Dieses Verfahren ist als eine mögliche 
Methode in der DIN 10135 angegeben. KONGMUANG et al. (1994) testeten drei 
verschiedene Aufbereitungsmethoden für die PCR an gezielt mit Salmonellen kontaminierten 
Faeces-Proben zum Salmonellen-Nachweis mit der PCR. Geprüft wurden eine einfache 
Kombination verschiedener Zentrifugationsschritte, eine immunomagnetische Separation 
sowie ein Anreicherungssschritt kombiniert mit einer anschließenden Zentrifugation. Die 
besten Ergebnisse erzielten die Autoren mit einer Voranreicherung, Zentrifugation und einer 
sich anschließenden DNA-Extraktion. 
Auch unter Abwägung der Testkosten für die Diagnostik erscheint eine Voranreicherung mit 
anschließenden Zentrifugationsschritten im Vergleich zu kommerziellen 
Aufbereitungssystemen oder immunomagnetischen Separationsverfahren die günstigste und 
effektivste Verfahrensweise zu sein.  
An die Zentrifugationsschritte schließt sich zur DNA-Extraktion im optimierten 
Präparationsprotokoll dieser Arbeit (Abbildung 2) noch ein ProteinaseK-Verdau an, da ein 
Zellaufschluss in Lysis-Puffer durch ProteinaseK die Sensitivität einer sich anschließenden 
PCR zum Nachweis bakterieller Erreger positiv beeinflussen kann (MERK et al., 2000).  
 
 
 
<HQWHURFROLWLFD'LDJQRVWLN
 
1DFKZHLVGHV\RS7*HQVDXIGHP9LUXOHQ]SODVPLGYRQ<SVHXGRWXEHUFXORVLV
 
Eine speziesspezifische Besonderheit von <HQWHURFROLWLFD ist die große Anzahl an Biovaren 
(6 Biovaren) und Serovaren (über 28 Serovare), von denen aber nur wenige pathogen sind. 
Die Virulenz von < HQWHURFROLWLFD-Isolaten hängt insbesondere vom Vorkommen eines 
Virulenzplasmids (67-72 kb) ab (PORTNOY und MARTINEZ, 1985; HEESEMANN, 1994; 
CORNELIS et al., 1998). Die auf dem Virulenzplasmid kodierten Pathogenitätsfaktoren 
ermöglichen dem <HQWHURFROLWLFD-Bakterium das Persistieren im Lymphknoten. Will man <
HQWHURFROLWLFD nun im Lymphknoten beim persistent infizierten Schwein nachweisen, eignet 
sich deshalb besonders ein Zielgen, dass auf dem Virulenzplasmid lokalisiert ist.  
Für den Nachweis von <HQWHURFROLWLFD mittels PCR wurde deshalb in dieser Arbeit das \RS7-
Gen ausgewählt. Das \RS7-Gen kodiert für das 35.5 kDa Effektor-Protein YopT. YopT gehört 
zu den sieben der vierzehn verschiedenen Yop-Proteine von < HQWHURFROLWLFD, die mittels 
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TypIII-Sekretionsapparat in das Zytosol der Wirtszelle injiziert werden (ROSQVIST et al., 
1994; BOLAND et al., 1996; IRIARTE und CORNELIS, 1998). YopT besitzt einen 
zytotoxischen Effekt auf HeLA-Zellen und Makrophagen, indem es Aktin-Filamente und 
damit das Zytoskelett der Zelle zerstört.  
In dieser Arbeit gelang erstmalig der Nachweis des \RS7-Gens bei allen drei pathogenen 
<HUVLQLD-Spezies (ARNOLD et al., 2001). Bisher war das \RS7-Gen nur bei <HQWHURFROLWLFD 
und dem Erreger der Pest, <SHVWLV beschrieben.  
Diese Untersuchung an allen drei pathogenen <HUVLQLDSpezies war nur möglich, da auch 
hitzeinaktivierte DNA von <SHVWLV für diese Untersuchung zur Verfügung stand. Durch die 
Konstruktion des yopT I-Oligonukleotidpaares gelang es, plasmidtragende Yersinien von 
nicht plasmidtragenden <HUVLQLD-Spezies abzugrenzen (Tabelle 14 und Abbildung 13). Der 
Nachweis des \RS7-Gens bei < SVHXGRWXEHUFXORVLV wurde durch die Sequenzierung eines 
PCR-Produktes von einem < SVHXGRWXEHUFORVLV-Isolat Y36 (Isolat vom Meerschwein) 
bestätigt. Die Sequenz des \RS7-Gens von <SVHXGRWXEHUFXORVLV konnte unter der Acc. Nr. 
AJ304833 in der Genbank des EMBL (European Bioinformatics Institute) der Allgemeinheit 
zur Verfügung gestellt werden.  
 
 
 
'DV\RS7*HQDOV=LHOVHTXHQ]IUGLH<HUVLQLD3&5'LDJQRVWLN
 
Erst durch die Bestätigung des Vorkommens und die Sequenzierung des \RS7-Gens auf dem 
Virulenzplasmid von < SVHXGRWXEHUFXORVLV war es nun möglich, eine zwischen <
HQWHURFROLWLFD, < SHVWLV und < SVHXGRWXEHUFXORVLV diskriminierende PCR-Analytik zu 
etablieren (Abbildung 3) und ein spezifisches Oligonukleotidpaar für pathogene <
HQWHURFROLWLFD-Isolate (yopT II-PCR: yopT fw1 und yopT r1) zu konstruieren (Abbildung 4). 
Es ist in dieser Arbeit somit erstmals gelungen, eine auf dem \RS7-Gen basierende 
diskriminierende „ One-step“ -PCR-Methode zum spezifischen Nachweis pathogener <
HQWHURFROLWLFD-Isolate zu etablieren.  
Eine mit der ersten PCR-Methoden zum spezifischen Nachweis von pathogenen                     
<HQWHURFROLWLFD-Isolaten wurde von KAPPERUD et al. (1993) beschrieben. Mit dieser PCR-
Methode, die auf dem \DG$-Gen des Virulenzplasmids basiert, kann man ebenfalls pathogene 
<HQWHURFROLWLFDIsolate von <SVHXGRWXEHUFXORVLVIsolaten abgrenzen. Diese Methode wurde 
in den letzten Jahren bei einigen Untersuchungen zum Nachweis von < HQWHURFROLWLFD in 
klinischem Material, Lebensmittel- und Umweltproben eingesetzt (Tabelle 2). Allerdings 
basiert diese Methode auf einer “ Nested“ -PCR. Dies bedeutet, dass nach dem ersten 
Amplifikationsschritt noch ein zweiter, und zwar mit dem Produkt des ersten Schrittes als 
Template, durchgeführt wird. Dieses Verfahren ist im Vergleich zur yopT II-PCR relativ 
aufwendig in der Durchführung, und es besteht die Gefahr von Kontaminationen, da man das 
PCR-Tube der ersten Reaktion öffnen muss. Dabei können Aerosole entstehen, die die 
amplifizierte DNA in der Umgebung verteilen und dann zu falsch-positiven Ergebnissen in 
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der zweiten Amplifikationsrunde der “ Nested“ -PCR führen können. Die gelungene “ Nested“ -
PCR dient gleichfalls dazu, die Spezifität des ersten Amplifikates zu überprüfen. Die 
Überprüfung der Spezifität des 485 bp großen Produktes erfolgt dagegen bei der neu 
entwickelten yopT II-PCR-Methode durch den Verdau mit der Restriktionsenedonuklease   
Bcl I.   
Andere, auf chromosomalen Genen basierende PCR-Methoden, die auf die Virulenzmarkern 
DLO, LQY oder \VW abzielen (FENG et al., 1992; FENWICK und MURRAY, 1991; IBRAHIM et 
al., 1997b; JORDAN et al., 2000; VISHNUBHATLA et al., 2001), reflektieren nicht die 
tatsächliche Pathogenität eines Isolates. Nur wenige Isolate vom Menschen sind beschrieben, 
die zwar kein Plasmid trugen, aber mit einer (QWHULWLV LQIHFWLRVD in Verbindung gebracht 
werden konnten (GRANT et al., 1998). Die Virulenzmechanismen dieser < HQWHURFROLWLFD-
Isolate sind unbekannt. Eine Kombination von zwei Oligonukleotidpaaren in einer PCR-
Reaktion, wie sie von BHADURI und COTTREL (1998) für das chromosomale DLO-Gen und 
das plasmid-kodierte YLU)-Gen zum Nachweis pathogener <HUVLQLDSpezies entwickelt wurde, 
wird als Multiplex-PCR bezeichnet. Als ein Nachteil der Multiplex-PCR erwies sich aber das 
Vorkommen falsch-negativer Ergebnisse durch Inhibierung der Reaktion aufgrund von 
Interaktionen zwischen den Oligonukleotidpaaren (WEYNANDS et al., 1996).   
Auf dem Virulenzplasmid von < HQWHURFROLWLFD basierende PCR-Methoden sind allerdings 
prinzipiell umstritten, da das Virulenzplasmid unter Laborbedingungen und während der 
Kultivierung der Stämme instabil sein kann (WREN und TABAQCHALI, 1990; FENWICK 
und MURRAY, 1991; IBRAHIM et al., 1992). Diese Problematik besteht insbesondere, wenn 
die Stämme bei 37 °C gelagert oder angezüchtet werden. Aus diesem Grund wurde in dieser 
Arbeit sichergestellt, dass die Stämme nie einer Temperatur über 30 °C ausgesetzt waren. So 
war das Virulenzplasmid bei allen verwendeten plasmidtragenden Stämmen auch nach 
mehrmaligem Subkultivieren noch vorhanden. Eine Instabilität oder der Verlust des 
Virulenzplasmides konnte ausgeschlossen werden. Die Untersuchung anhand von 
„ gespiktem“  Probenmaterial zeigte, dass auch ein vor der PCR durchgeführter 
Anreicherungschritt in LB-Bouillon nicht zum Verlust des Virulenzplasmids führt. Auch die 
Passage durch das Wirtstier Schwein spielt keine Rolle, wenn es um die Stabilität oder den 
Verlust des Virulenzplasmids geht, da der plasmidtragende Infektionsstamm in lymphatischen 
Gewebeproben mit dem yopT II-PCR-Verfahren nachweisbar war. Diese Erkenntnisse deuten 
darauf hin, dass ein möglicher Verlust des Virulenzplasmids in der PCR-Diagnostik eher eine 
untergeordnete Rolle spielt, wenn es um den Direktnachweis aus biologischem Material geht.  
 
 
 
(YDOXLHUXQJGHU\RS7,,3&5
 
Zur Evaluierung des yopT II-Verfahrens zum Nachweis pathogener <HQWHURFROLWLFD-Isolate 
wurden 210 Bakterienreinkulturen getestet, darunter 196 <HUVLQLD-Spezies. Im Gegensatz zum 
LQY$-Gen bei Salmonellen gab es für das \RS7-Gen bei Yersinien bisher noch keinerlei 
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Erfahrungen, ob es sich überhaupt zur Diagnsotik pathogener <HQWHURFROLWLFD-Isolate eignet. 
So war zuerst eine Überprüfung einer großen Anzahl gut charakterisierter <HUVLQLD-Stämme 
(Tabelle 15) erforderlich. Besonders problematisch bei <HUVLQLD-Spezies ist die 
Spezifitätsprüfung innerhalb der Spezies (IBRAHIM et al., 1997b). Für die getesteten 
plasmidtragenden < HQWHURFROLWLFD-Stämme konnte eine 100 % Spezifität der yopT II-PCR 
bestimmt werden. Diese Spezifität bestätigt sich auch bei den in der PCR-Methode als 
Template eingesetzten Nicht-<HUVLQLD-Bakterienstämmen, bei denen keine unspezifischen 
Produkte amplifiziert werden konnten. Eine Spezifitätsprüfung anhand von 210 Stämmen 
erscheint im Hinblick auf die oben genannten Probleme angemessen, insbesondere wenn man 
sie mit anderen Untersuchungen vergleicht, die weit weniger Stämme für die Evaluierung 
ihrer PCR-Methode verwendeten. So prüften zum Beispiel KAPPERUD et al. (1993) ihr weit 
verbreitetes \DG$ PCR-Verfahren lediglich an insgesamt 55 <HUVLQLD-Stämmen, aber nicht an 
Nicht-<HUVLQLD-Bakterienstämmen.   
 
Die Sensitivität der yopT II-PCR Methode liegt bei 102 Zellen pro Reaktionsansatz 
(Abbildung 14), damit entspricht sie den Grenzwerten anderer Verfahren zum Nachweis von 
< HQWHURFROLWLFDReinkulturen über die PCR (IBRAHIM et al., 1997b; WEYNANTS et al., 
1996). 
 
Durch die Sequenzierung des \RS7-Gens bei <SVHXGRWXEHUFXORVLV und das dadurch möglich 
gewordene Alignment der \RS7-Gen-Region des Virulenzplasmids der drei pathogenen 
<HUVLQLD-Spezies könnte in Zukunft die Entwicklung einer spezifischen PCR-Methode für den 
Nachweis von <SVHXGRWXEHUFXORVLV und/oder <SHVWLV möglich sein. 
 
 
 
 1DFKZHLVYRQ<HQWHURFROLWLFDPLWGHU\RS7,,3&5LQJH]LHOWNRQWDPLQLHUWHP
3UREHQPDWHULDO
 
In einem ersten Evaluierungsschritt wurden Faecesproben und Lymphgewebe mit 
logarithmisch absteigenden Keimzahlen von < HQWHURFROLWLFD (DSM 13030) gezielt 
kontaminiert. Zu diesem Zweck wurden <HUVLQLD-negativ getestete Faecesproben und 
Lymphgewebe (Tonsillen, Mandibularlymphknoten) als Matrix eingesetzt. Tonsillen und 
Mandibularlymphknoten gelten als typische Lokalisationsorte für die Persistenz von <HUVLQLD 
im Schlachtschwein (WAUTERS, 1979; NESBAKKEN, 1988; FREDRIKSSON-AHOMAA 
et al., 2000a).  
Die Evaluierung von PCR-Methoden anhand von „ gespiktem“  Probenmaterial ist weit 
verbreitet und allgemein anerkannt (WEYNANTS, et al. 1996; SEN, 2000; 
VISHNUBHATLA et al., 2001). Anhand dieses Materials wurden jeweils verschiedene 
DNA-Extraktionsschritte und Voranreicherungsmedien auf ihre Eignung für die PCR-
Vorbereitung getestet.  
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Die DNA-Extraktion mit dem QIAamp DNA-Stool-Mini-Kit war im Ergebnis 
unbefriedigend, lediglich ein Nachweis von 106 Zellen pro Gramm Faeces war möglich. 
Wahrscheinlich wurden nicht alle inhibitorischen Substanzen in der Schweinefaeces durch 
dieses System ferngehalten, da er für humanmedizinisches Probenmaterial entwickelt und 
optimiert worden war.  
Der Vergleich der beiden Anreicherungsmedien ergab den besten Effekt nach 24stündiger 
Anreicherung in LB-Bouillon und anschließender DNA-Extraktion (Abbildung 2). Damit war 
eine Nachweisgrenze von 102 Zellen/Gramm in der Ausgangsfaeces und 101 Zellen/Gramm 
Ausgangslymphgewebe möglich (Abbildung 16 (Anhang) und Abbildung 17(Anhang)). Für 
das Tonsillenmaterial und den Mandibularlymphknoten war die Nachweisgrenze gleich. Das 
bessere Ergebnis für die lymphatischen Gewebe war zu erwarten, da dort weniger 
inhibitorische Substanzen als in der Faeces vorhanden sind.  
Das Zweite geprüfte selektive Anreicherungsmedium nach Oßmer eignete sich dagegen nicht 
zum Nachweis von <HQWHURFROLWLFD mittels der yopT II-PCR-Methode. Ein negativer Effekt 
des Selektivmediums auf die PCR-Methode erscheint hier der wahrscheinlichste Grund für 
die deutlich schlechteren Ergebnisse (Nachweisgrenze bestenfalls  3 Zellen) zu sein. 
Hemmende Eigenschaften durch unterschiedliche Salze in den Selektivmedien werden immer 
wieder beschrieben (HIGUCHI, 1989; WILDE et al., 1990; ROSSEN et al., 1992).  
Die yopT II-PCR ist auch nach einer nicht selektiven Anreicherung spezifisch für pathogene 
<HQWHURFROLWLFD-Isolate, so dass eine selektive Voranreicherung nicht zwingend erforderlich 
ist (Abbildung 16 (Anhang) und Abbildung 17 (Anhang). Lediglich bei den gezielt 
kontaminierten Faecesproben sind nach 24stündiger Anreicherung leichte Nebenbanden zu 
erkennen. Diese können aber nicht zu einer Verwechslung mit dem spezifischen Produkt 
führen, da sie wesentlich größer sind. Auf eine längere Anreicherung in LB-Bouillon (> 24 
Stunden) wurde dagegen verzichtet, da die Ergebnisse in den „ gespikten“  Faeces- und 
Lymphknotenproben nach 24stündiger Anreicherung in LB-Bouillon bereits sehr 
zufriedenstellend waren.   
 
 
 
9HUJOHLFK]ZLVFKHQ.XOWXUYHUIDKUHQXQG\RS7,,3&5'LDJQRVWLN
 
Zum kulturellen Nachweis und zur Untersuchung durch die yopT II-PCR-Methode standen 51 
Gewebeproben (34 Proben von zwei infizierten Tieren und 17 Proben von einem negativ-
Kontrolltier) aus einem Infektionsversuch zur Verfügung (Tabelle 5).  
Die Infektionsdosis der Schweine im Vergleich zu 6 Typhimurium DT104 lag bei 1x1010 
KBE <HQWHURFROLWLFD (DSM 13030)/Tier. Der Infektionsstamm war ein plasmidtragender <
HQWHURFROLWLFD-Stamm vom Bioserotyp 4/O:3. Dieser Bioserotyp wurde gewählt, da er 
regelmäßig aus Schweinefleischprodukten isoliert werden kann. Gleichzeitig besitzt er die 
größte Relevanz für den gesundheitlichen Verbrauscherschutz, da er immer wieder mit 
Durchfallerkrankungen beim Menschen in Verbindung gebracht wird (BISSET et al., 1990; 
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GONZALEZ HEVIA et al., 1990; BUCCI et al., 1991; KONTIAINEN et al., 1994; 
PETERSON et al., 1996; STOLK-ENGELAAR and HOOGKAMP-KOSTANJE, 1996).     
Die niedrigere Infektionsdosis wurde gewählt, da < HQWHURFROLWLFD gegenüber Magensäure 
resistenter ist als 6 Typhimurium (DE KONING-WARD und ROBINS-BROWNE, 1995). 
Eine Annahme war, dass insgesamt mehr Keime vermehrungsfähig den eigentlichen 
Invasionsort an den Peyerschen Platten des terminalen Ileums erreichen können und es somit 
bei einer höheren Infektionsdosis zu akuten Todesfällen hätte kommen können. Gleichwohl 
zeigten die infizierten Schweine bei der ausgewählten Infektionsdosis bis auf eine kurzzeitige 
geringe Temperaturerhöhung keinerlei klinische Symptomatik einer Infektion mit diesem 
Enteritiserreger. Jedoch konnte von jedem Tier < HQWHURFROLWLFD kulturell aus der Faeces 
isoliert werden. Dieser Status der Schweine, in dem die Individuen persistente Träger des 
Erregers sind (SKJERVE et al., 1998), repräsentiert diejenigen Tiere, die bei der Verbreitung 
des Erregers in den Schweinebeständen, sowie auf dem Schlachthof und am Eintrag in die 
Lebensmittelkette maßgeblich beteiligt sind. Solche Schweine sind für die Evaluierung der 
yopT II-PCR besonders wichtig.  
Die yopT II-PCR-Methode wurde in dieser Arbeit mit einer standardisierten kulturellen 
Methodik (ISO 10273) zum Nachweis pathogener < HQWHURFROLWLFD–Isolate verglichen. Für 
die Bestimmung verdächtiger Kolonien auf den für Yersinienspezifischen CIN-Platten stand 
Agglutinationserum gegen den Infektionsstamm (DSM 13030) zur  
Objektträgerschnellagglutination zur Verfügung.  
Die kulturellen Untersuchungen der Gewebeproben brachten einige überraschende 
Erkenntnisse hinsichtlich der Gewebe, in denen der Nachweis von pathogenen <
HQWHURFROLWLFDIsolaten beim persistent infizierten Schwein möglich war (Tabelle 18 
(Anhang)). Beispielsweise konnten alle aus nachweislich oft stark kolonisierten Geweben 
(Tonsillen und Mandibularlymphknoten) stammende Proben (WAUTERS, 1979; 
NESBAKKEN, 1988; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2000a) kulturell <HQWHURFROLWLFD-
negativ getestet werden. Lediglich in Caecum, Colon und den Lnn. ileocolici war bei beiden 
Tieren ein Nachweis des Erregers mit der bakteriologischen Methodik möglich.  
Anlässlich der Optimierung der yopT II-PCR-Methode zeigte sich, dass eine analoge 
Übertragung der Erkenntnisse aus den gezielt kontaminierten Geweben für den Nachweis im 
natürlichen System nicht möglich war. So musste die Anreicherung in LB-Bouillon um 24 
Stunden verlängert werden, um eine für diagnostische Zwecke akzeptable Sensitivität zu 
erzielen. Dass ein Anreicherungszeitraum von 48 Stunden für den <HQWHURFROLWLFD-Nachweis 
mittels PCR erforderlich ist, konnte auch von einer anderen Arbeitsgruppe bestätigt werden 
(HUSSEIN et al., 2001). Diese Forschungsgruppe untersuchte Oral- und Rektal-Tupfer von 
experimentell mit <HQWHURFROLWLFD infizierten Schweinen nach 48stündiger Anreicherung in 
einer modifizierten LB-Bouillon mittels PCR-Methode nach BHADURI et al. (1997).  
Auch in der vorliegenden Arbeit war erst nach 48 Stunden Anreicherung in LB-Bouillon bei 
den infizierten Tieren jeweils ein Nachweis in Jejunum, Lnn. ileocolici und 
Jejunallymphknoten möglich (Abbildung 15 und Tabelle 18 (Anhang)) und zusätzlich bei 
einem Tier im Tonsillargewebe. Ein Nachweis in Caecum und Colon gelang im Gegensatz 
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zum Kulturversuch nicht. Hier wurde allerdings hauptsächlich deren Inhalt in die 
Anreicherung eingewogen. Es ist daher anzunehmen, dass <HQWHURFROLWLFD während der nicht 
selektiven Anreicherung des Probenmaterials in LB-Bouillon in Colon und Caecum aufgrund 
des langsamen Wachstums des Keimes durch andere in der Faeces vorkommende Keime 
überwuchert wurde und somit auch kein Nachweis mit der yopT II-PCR-Methode möglich 
war. Die selektive Anreicherung in ITC-Bouillon beim Kulturversuch konnte dagegen das 
Wachstum der Begleitflora verhindern und damit den Nachweis von <HQWHURFROLWLFD in den 
betroffenen Geweben ermöglichen. Genau umgekehrt kann es sich mit denjenigen 
Organproben verhalten haben, die in der PCR-Methode positiv und im Kulturversuch negativ 
getestet wurden. In den Proben der Tonsillen, des Ileums und des Jejunallymphknotens waren 
vermutlich nur sehr geringe <HQWHURFROLWLFD-Keimzahlen mit geringer Kolonisierungstendenz 
vorhanden. Diese wurden eventuell durch die stark selektive Anreicherung in ITC-Bouillon so 
inhibiert, dass ein kultureller Nachweis nicht mehr möglich war. Es ist wahrscheinlich, dass 
sie sich in der nicht selektiven LB-Bouillon von ihrer sublethalen Schädigung erholen 
konnten. Ein Wachstum war insbesondere auch deshalb möglich, weil in diesen Geweben 
weniger Begleitflora als in Caecum oder Colon vorkommt. Durch die verschiedenartigen 
Ausgangssituationen in den Gewebeproben und die unterschiedlichen 
Anreicherungsprinzipien zwischen Kultur und PCR-Methode ergeben sich die schlechten 
Werte hinsichtlich der Sensitivität von 50 % und der Spezifität von 93 %.  
Die für die kulturelle Diagnostik in der ISO 10273 angegebene Voranreicherung in ITC-
Bouillon eignet sich nicht für eine nachfolgende PCR-Diagnostik, da der Gehalt an MgCl2 zu 
hoch ist und dadurch die PCR direkt inhibiert werden kann.  
Dass die Erkenntnisse aus der Untersuchung der Gewebeproben aus dem Infektionsversuch 
von denen in dem gespikten Probenmaterial abweichen, liegt möglicherweise daran, dass zum 
Beimpfen der Proben ausschließlich vitale Keime aus einer Übernachtkultur eingesetzt 
wurden. Diese Inokulationskulturen aus dem Ende der Vermehrungsphase wachsen schneller 
in der Anreicherung und überwuchern auch die in Faeces und im Lymphknoten vorhandene 
Begleitflora. Deshalb waren die Ergebnisse aus einer Anreicherung über 24 Stunden auch in 
gezielt kontaminierter Faeces zufriedenstellend sensitiv, was bei Caecum- und Colon-Proben 
im In-vivo-Versuch nicht der Fall war. Allerdings konnten in den Ileum-Proben aller Tiere 
gute Ergebnisse mit der PCR-Methode erzielt werden. Methodisch wurde bei den Ileum-
Proben auch weniger Darminhalt und mehr Darmwand mit Peyerschen Plaques eingesetzt, da 
sich Inhalt und Darmwand im Ileum leicht voneinander trennen lassen, was bei Caecum und 
Colon präparativ nicht möglich ist. Die Zusammensetzung des Darminhaltes scheint demnach 
auch einen Einfluss auf die PCR-Ergebnisse zu haben. Die Versuche an gezielt 
kontaminierten Faecesproben wurden an rektal entnommenen Faecesproben durchgeführt. Es 
lässt sich folgern, dass eine Evaluierung einer PCR-Methode auch hier nicht nur an 
Reinkulturen oder an gespiktem Probenmaterial, sondern auch an natürlich infiziertem 
Gewebematerial erfolgen sollte. 
Betrachtet man nur die Nachweisraten der yopT II-PCR-Methode in den lymphatischen 
Organen nach 48stündiger Anreicherung in LB-Bouillon, erzielt sie bessere Ergebnisse 
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hinsichtlich Sensitivität und Spezifität als das kulturelle Verfahren nach ISO 10273. 
Berechnet man hier die Sensitivität und Spezifität, gezielt für die lymphatischen Organe, 
ergibt sich für die yopT II-PCR Methode eine Sensitivität von 100 % bei einer Spezifität von 
87 %. Die geringere Spezifität ist darauf zurückzuführen, dass zwei der insgesamt achtzehn 
Proben der lymphatischen Organe mittels PCR-Analyse positiv getestet worden waren, im 
Kulturversuch aber negativ blieben. Dass es sich aber dennoch um spezifische 
Amplifikationsprodukte handelte, konnte durch einen anschließenden Restriktionsverdau mit 
dem Restriktionsenzym Bcl I bestätigt werden.  
Dieser Sensitivitätsvorteil bei der Beprobung lymphatischen Organmaterials gegenüber dem 
Kulturversuch zeigt, dass sich die yopT II-PCR-Methode sehr gut eignet, um innerhalb von 
56 Stunden im persistent infizierten Schlachtschwein pathogene < HQWHURFROLWLD-Isolate mit 
hoher Sensitivität und gleichzeitiger Bestimmung der Pathogenität nachzuweisen. Für die 
bakteriologische Methodik benötigt man im Gegensatz dazu allein für die Anreicherung und 
Anzucht auf dem Selektivnährboden 96 Stunden, ohne dass die Isolate biochemisch und 
serologisch bestimmt werden konnten und die Pathogenität des Isolates für den Menschen 
geklärt worden ist.    
Zusammenfassend konnte somit in dieser Arbeit eine neue PCR-Methode zum spezifischen 
Nachweis von humanpathogenen < HQWHURFROLWLFD-Isolaten beim Schwein etabliert werden. 
Sie basiert auf dem \RS7-Gen des Virulenzplasmids und wurde anhand von Reinkulturen, von 
gezielt kontaminierten Probenmaterial und von Gewebeproben aus experimentell infizierten 
Schweinen aus einem Infektionsversuch validiert. Die Berechnungen der Sensitivitäten und 
Spezifitäten geben aufgrund der geringen Probenzahlen im Moment sinnvollerweise nur eine 
Tendenz an, weiterführende Untersuchungen an einem Probenmaterial aus größeren 
Tierzahlen werden zeigen, ob sich diese Befunde bestätigen lassen und welche Möglichkeiten 
bestehen, die vorhandene Sensitivität durch neuere Anreicherungsverfahren vor der PCR-
Analytik noch zu verbessern.  
 
 
7KHUPRVWDELOH'HVR[\ULERQXNOHDVHQEHL<HQWHURFROLWLFD

BERCOVIER et al. berichteten bereits im Jahre 1980 darüber, dass bei 40 % aller <
HQWHURFROLWLFD-Isolate Desoxyribonukleasen vorkommen. Sie konnten damals aber noch nicht 
wissen, dass diese Beobachtung eine entscheidende Bedeutung für die PCR-Diagnostik dieses 
Krankheitserregers haben würde. Bei dem < HQWHURFROLWFD-Referenzstamm in dieser Arbeit 
konnte eine thermostabile Desoxyribonuklease (DNase) nachgewiesen werden. Nach 
Lagerung des PCR-Produktes über drei Stunden bei 4 °C im Thermocycler ist deutlich der 
komplette Abbau des DNA-Stranges feststellbar (Abbildung 18 A (Anhang)). 
Grundsätzlich unterscheidet man zwischen Exonukleasen, die vom Ende der Kette her 
Nukleotid für Nukleotid freisetzen von Endonukleasen, die in der Mitte des DNA-Stranges 
mehr oder weniger spezifisch spalten. Bei der DNase dieses Stammes handelt es sich um eine 
Exonuklease, da der DNA-Strang vom Rand her abgebaut wird. Dies spielt im Sinne der 
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Reproduzierbarkeit von PCR-Ergebissen eine wichtige Rolle, wenn man < HQWHURFROLWFD 
mittels PCR nachweisen will.  
Im Hinblick auf die Präzision einer PCR-Methode war das Vorkommen einer solchen DNase 
bei einem Bakterium und die potentiellen Möglichkeiten zur Inaktivierung von enormer 
Bedeutung. Viele PCR-Anwender lassen in der Routinediagnostik ihre PCR-Zyklen über 
Nacht laufen, und deshalb werden die PCR-Produkte für einige Stunden bis zum nächsten 
Morgen bei 4 °C im Thermocycler gelagert. Außerdem werden im Rahmen der Laborroutine 
PCR-Untersuchungen an Bakterien-Reinkulturen oft nur an bei 95 °C für 10 min 
aufgekochten und anschließend abzentrifugierten Kulturen durchgeführt (SAIKI, 1990). Dies 
kann beim Arbeiten mit < HQWHURFROLWLFD zu einem falsch-negativen Ergebnis am nächsten 
Morgen führen, da die DNase thermostabil ist und eine hohe Aktivität bei 4 °C besitzt. Auch 
zu Beginn dieser Arbeit sind falsch-positive Ergebnisse vorgekommen, bis eine ausführliche 
Fehlersuche das Vorkommen einer Desoxyribonuklease vermuten ließ.  
Behandelt man die Bakteriensuspension, die man im PCR-Ansatz einsetzen will, vorher mit 
ProteinaseK, kann der Abbau verzögert werden (Abbildung 18B, Anhang). Durch den Einsatz 
von 0,2 mg ProteinaseK pro ml Lysispuffer ist ein vollständiges Verhindern des Abbaues 
jedoch nicht möglich (Abbildung 18B (Anhang)). Bei der ProteinaseK handelt es sich um eine 
endolytische Protease, die Peptidbindungen an den Carboxygruppen von aliphatischen, 
aromatischen oder hydrophoben Aminosäuren schneidet und somit die DNase inaktivieren 
kann. Eine weitere Möglichkeit, den Abbau des PCR-Produktes durch DNasen zu verhindern, 
bietet die Zugabe von EDTA (Abbildung 18A+B Spur 2 (Anhang)). Bei der EDTA handelt es 
sich um einen starken Chelatbildner, der zusammen mit Mg++-Ionen einen sehr stabilen 
Chelatkomplex bildet und so die für die Aktivität der DNase essentiellen Mg++-Ionen im 
Reaktionsansatz wegfängt.  
Bei der Diagnostik von < HQWHURFROLWLFD mittels der PCR-Verfahren sollte somit immer ein 
ProteinaseK-Verdau an alle DNA-Extraktionsschritte angeschlossen werden. Alternativ 
könnte das PCR-Produkt direkt nach Ablauf der Amplifikationszyklen auf das Gel 
aufgetragen werden, um falsch-negative Ergebnisse durch eventuell vorhandene DNasen 
auszuschließen.  
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die von NAKAJIMA et al. (1994) 
durchgeführten Untersuchungen für den in dieser Arbeit verwendetem Referenzstamm (DSM 
13030) bestätigt werden konnten. GIBSON und McKEE (1992) zeigten, dass diese 
Problematik auch bei 6 Enteritidis-Stämmen zu beobachten ist. Deshalb sollte generell bei 
der Fehlersuche bei misslungenen PCR-Experimenten auch an das Vorkommen von 
thermostabilen Nukleasen gedacht werden, da diese auch noch bei weiteren 
(QWHUREDFWHULDFHDH vorkommen könnten. 
Zukünftige Untersuchungen sollten eine nähere Charakterisierung der Desoxyribonuklease 
von <HQWHURFROLWLFD vornehmen und deren Wirkungsweise untersuchen. 
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Das durch die DFG geförderte Graduiertenkolleg „ Schlachttierbelastung und 
Produktsicherheit“ -GRK 39/2 beschäftigte sich mit den Zusammenhängen zwischen 
Schlachttierbelastung (Schwein) und Verbrauchersicherheit.  
Im Rahmen dieses Kollegs verbessert die vorliegende Arbeit die Nachweisverfahren von 
Zoonoseerregern (6DOPRQHOOD und < HQWHURFROLWLFD) in Gewebeproben von persistent 
infizierten Schlachtschweinen, um diese aus der Lebensmittelkette fernhalten zu können. 
Dazu konnten Erkenntnisse in verschiedenen Infektionsversuchen, die im Rahmen des 
Graduiertenkollegs durchgeführt wurden, gewonnen werden. Es konnten für 6DOPRQHOODund 
< HQWHURFROLWLFD Kombinationen aus zwei Gewebeproben bestimmt werden, die sich im 
besonderen Maße zum Nachweis persistent infizierter Schweine eignen. Um diese Gewebe 
bestimmen zu können, wurden die jeweiligen kulturellen Verfahren nach ISO und die neu am 
Institut entwickelten sowie evaluierten PCR- Methoden eingesetzt. 
Bisher wurden für 6DOPRQHOOD nur kulturelle Untersuchungsverfahren zur Beantwortung 
ähnlicher Fragestellungen beim Schwein angewendet (KAMPELMACHER et al., 1969; 
WOOD et al., 1991; FEDORKA-CRAY et al., 1994). Für 6 Typhimurium konnten in dieser 
Arbeit die Ergebnisse auf Grundlage einer großen Probenanzahl gewonnen werden. So 
können daraus Empfehlungen abgeleitet werden, die zum Beispiel zukünftige 
Untersuchungen zur Prävalenz beim Schlachtschwein in Deutschland signifikant verbessern 
und damit die Sicherheit vom Schwein stammender Produkte erhöhen. Weiterführende 
Untersuchungen zur Prävalenz beim Schlachtschwein und Routineuntersuchungen können 
sich auf die Ergebnisse dieser Arbeit beziehen, insbesondere was die geeignete 
Organkombination zum Nachweis von 6DOPRQHOOD über Kulturverfahren oder die PCR-
Diagnostik angeht. Eine solche Vereinheitlichung von Untersuchungsverfahren ist 
hinsichtlich der Vergleichbarkeit zukünftiger Prävalenz-Untersuchungen wünschenswert, da 
oft voneinander abweichende Proben entnommen und unterschiedlichste kulturelle Verfahren 
angewendet werden (VAN DER WOLF et al., 1999). Auch die Validierung von serologischen 
Testsystemen zum 6DOPRQHOOD-Nachweis kann auf Grundlage der in dieser Arbeit 
gewonnenen Ergebnisse basieren, man hätte damit einen verlässlichen neuen „ Goldstandard“ .  
Die Validierung der neu entwickelten \RS7-PCR anhand von Probenmaterial aus einem 
Infektionsversuch zeigt, dass diese Methode in besonderem Maße zum Nachweis von <
HQWHURFROLWLD im persistent infizierten Schwein geeignet ist. Dieses zukunftsweisende 
Verfahren kann innerhalb von nur 56 Stunden persistente Träger humanpathogener <HUVLQLD-
Isolate identifizieren und diese Tiere zuverlässig aus der Lebensmittelkette fernhalten. 
Zusätzlich konnte eine Tendenz gezeigt werden, welche Organe sich zum Nachweis in den 
Trägertieren eignen. Aufgrund noch geringer Probenzahlen müssen in Zukunft weiterführende 
Untersuchungen zeigen, ob sich diese Ergebnisse bestätigen lassen und ob auch hier 
Empfehlungen für die Routinediagnostik gegeben werden können. 
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Die Infektion mit 6DOPRQHOOD Typhimurium und <HUVLQLD (<) HQWHURFROLWLFD über Produkte 
tierischen Ursprungs stellt nach wie vor ein ungelöstes Problem des gesundheitlichen 
Verbraucherschutzes dar. Will man diese Zoonoseerreger aus der Lebensmittelkette 
fernhalten, sind moderne und gut validierte Nachweissysteme erforderlich.  
Eine Infektion von Schweinen erfolgt überwiegend im Mastbetrieb mit Infektionsdosen, die 
nur zu  einer milden klinischen Symptomatik führen. In den meisten Fällen überstehen die 
Tiere die Infektion mit 6DOPRQHOOD und <HQWHURFROLWLFD und werden zu klinisch inapparenten 
Keimträgern. Solche Schweine stellen ein Reservoir für die Infektion anderer Tiere und für 
den Eintrag in die Lebensmittelkette dar. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei PCR-Methoden zum spezifischen Nachweis von 
6DOPRQHOOD und < HQWHURFROLWLFD im Schlachtschwein entwickelt und anhand von 
Probenmaterial aus eigens dafür durchgeführten Infektionsversuchen mit 6 Typhimuirum und 
<HQWHURFROLWLFD evaluiert. Beide Methoden mussten sich am diagnostischen Goldstandard für 
den jeweiligen Erreger messen lassen. Für 6DOPRQHOOD Typhimurium wurde die ISO-Norm 
6579 und für <HQWHURFROLWLFD die ISO-Norm 10273 zum  kulturellen Nachweis ausgewählt.  
Es konnte eine neue PCR-Methodik zum 6DOPRQHOOD-Nachweis in 14 verschiedenen 
Gewebeproben etabliert werden, die im Vergleich zum kulturellen Nachweis nach ISO 6579 
eine Sensitivität von 100 % und eine Spezifität von 96 % aufweist und die Zeitspanne bis zum 
spezifischen Nachweis des Erregers um mindestens 24 Stunden reduziert. Die 
Untersuchungen erfolgten anhand von 420 Gewebeproben aus persistent infizierten 
Schweinen aus Infektionsversuchen mit 6 Typhimurium DT104. Dieses neu entwickelte und 
validierte PCR-Verfahren wurde mit einem bereits etablierten PCR-Nachweissystem nach 
RAHN et al. (1992) - wie in der DIN 10135 angegeben - verglichen. Beide PCR-Methoden 
basieren auf dem LQY$-Virulenzgen von 6 Typhimurium. Im Infektionsversuch konnten zwei 
Gewebeproben (Caecum und Lnn. Ileocolici) bestimmt werden, durch deren Kombination 
man mit beiden Nachweismethoden 96 % (23 von 24 Tieren) aller im Versuch infizierten 
Schweine als 6DOPRQHOOD positiv identifizieren konnte.  
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Erstmals gelang in dieser Arbeit der Nachweis des \RS7-Gens bei plasmidtragenden <
SVHXGRWXEHUFXORVLV-Stämmen sowie die Bestimmung der Sequenz (European Bioinformatics 
Institute, Accession-Number: AJ304833). Das \RS7-Gen kodiert für ein 35,5 kDa großes 
Effektor-Protein, das einen zytotoxischen Effekt auf HELA-Zellen und Makrophagen besitzt. 
Durch den Nachweis des \RS7-Gens bei < SVHXGRWXEHUFXORVLV-Stämmen war es erstmals 
möglich, eine für < HQWHURFROLWLFD spezifische, auf dem \RS7-Gen des Virulenzplasmids 
basierende PCR-Methode zu etablieren, die auch die Diskriminierung von <
SVHXGRWXEHUFXORVLV-Isolaten gestattet.  
In einem weiteren Infektionsversuch konnte gezeigt werden, dass es die auf dem \RS7-Gen 
von < HQWHURFROLWLFD basierende PCR-Methode erlaubt, Carrier-Tiere mit hoher Sensitivität 
(100 %) und Spezifität (87 %) innerhalb von 56 Stunden in lymphatischen Geweben zu 
identifizieren. Besonders geeignet für den Nachweis mit der ISO 10273 und dem neu 
etablierten yopT PCR-Verfahren waren das Ileum und die Lnn. ileocolici.  
In dieser Arbeit ist der Versuch gelungen, die Diagnostik für zwei der drei wichtigsten beim 
Schwein vorkommenden humanen Enteritiserreger zu standardisieren, indem Kombinationen 
aus Gewebeproben bestimmt wurden, die sowohl für den Nachweis mit der jeweiligen 
Goldstandard-Methode als auch mit den schnelleren und sensitiveren PCR-Methoden 
geeignet sind. Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen zu einer deutlichen Verbesserung der 
Diagnostik von 6DOPRQHOOD und < HQWHURFROLWLFD beim Schlachtschwein bei. Es bleibt zu 
hoffen, dass somit der Eintrag dieser Zoonoseerreger in die Lebensmittelkette reduziert und 
der Verbraucherschutz auf diesem Gebiet beträchtlich verbessert werden kann.  
 
 
6FKOVVHOZRUWH: 6DOPRQHOOD, <HUVLQLD HQWHURFROLWLFD, ISO 10273, ISO 6579, DIN 10135, 
PCR-Diagnostik, LQY$-Gen, \RS7-Gen, experimentelle Infektion, Gewebeproben, persistent 
infiziertes Schlachtschwein 
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The infection with 6DOPRQHOOD and <HUVLQLD (<) HQWHURFROLWLFD through foodstuff from 
slaughter pigs is one of the major problems of hygienic consumer protection. To avoid the 
contamination of products from pig industry modern and well validated bacteriological 
identification systems are necessary.  
An infection predominantly occurs in the fattening pens, showing mild clinical symtoms only. 
The majority of infected pigs overcome the infection with 6DOPRQHOOD and <HQWHURFROLWLFD 
and become clinically inapparent carrier pigs. Those pigs are a reservoir for the contamination 
of other animals and pork products.  
In the context of this work two PCR-assays for the specific detection of 6DOPRQHOOD and <
HQWHURFROLWLFD have been developed and validated on the basis of tissue samples from 
experimentally infected pigs. Both methods have been compared with the classical bacterial 
culture. Two international standards were used for bacterial detection: ISO 6579 for 6 
Typhimurium and ISO 10273 for pathogenic <HQWHURFROLWLFD. 
It was possible to establish a new PCR-assay for the specific detection of 6DOPRQHOOD in 14 
different tissues of experimentally infected pigs. In comparison to the standard ISO 6579 a 
sensitivity of 100 % and a specificity of 96 % were calculated for the PCR-assay. The 
investigations were carried out with 420 tissue samples of persistently infected pigs that have 
been experimentally infected with S. Typhimurium. By using the PCR-method for the 
detection of 6DOPRQHOOD in positive tissue samples, the detection-time could be reduced 
around 24 hours. 
The new PCR-assay developed and validated in this work, was compared with the PCR-
method described in DIN 10135, which is based on the studies of RAHN et al. (1992). Both 
methods were based on the LQY$-virulence gene of 6 Typhimurium. A combination of 
samples from ileocolic lymph node and caecum was particularly suitable for the detection of 
96 % of the experimentally infected pigs (23 off  24 animals) with the PCR-assay and the 
culture method.  
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In this study, the \RS7-gene was proved for the first time to be present in plasmid bearing <
SVHXGRWXEHUFXORVLV-Isolates, and the nucleotid sequence was determined (European 
Bioinformatics Institute, Accession-Number: AJ304833). <RS7 encodes a 35.5 kDa effector 
protein (YopT), which induces a cytotoxic effect in HeLa cells and macrophages. This finding 
was used to develop a specific PCR-assay for the detection of pathogenic <HQWHURFROLFLFD 
strains and the discrimination from pathogenic <SVHXGRWXEHUFXORVLV strains.  
Embedded in an experimental <HQWHURFROLWLFD-infection-model in swine, it was shown that 
the yopT PCR-assay is suitable for the detection of pathogenic <HQWHURFROLWLFD in lymphatic 
tissue of persistently infected pigs. The yopT PCR-method shows a sensitivity of 100 % and a 
specificity of 87 % in lymphatic tissue. By the use of the PCR-assay, the detection of <
HQWHURFROLWLFDwas possible within 56 hours. A combination of specimens from the ileum and 
ileocolic lymph nodes was most suitable for the detection of pathogenic <HQWHURFROLWLFD in 
slaughter pigs with the ISO-Standard 10273 and the yopT PCR. 
This investigation succeeded in standardizing the identification of two of the three most 
important zoonotic agents for human enteric disease. The standardization was achived by the 
use of a combination of samples suitable for the identification with both, the “ Goldstandard” 
and the specific and rapid PCR-method.  
The results of this work offer a better identification of 6DOPRQHOOD and < HQWHURFROLWLFD in 
slaughter pigs in the future. Based on these facts it is possible to avoid contamination of food 
products from slaughter pigs and to improve the hygienic consumer protection considerably.  
 
 
.H\ZRUGV 6DOPRQHOOD, <HUVLQLD HQWHURFROLWLFD, ISO 10273, ISO 6579, DIN 10135, PCR 
assay, LQY$-gene, \RS7-gene, experimental infection, tissue samples, persistently infected 
slaughter pig       
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$1+$1*
  
 
,$EELOGXQJHQ




 
 
 
 
$EELOGXQJ   1DFKZHLV YRQ6 7\SKLPXULXP '7  LQ *HZHEHSUREHQ YRQ HLQHP
DNXW YHUVWRUEHQHQ 0HLVKDQ6FKZHLQ Die Abbildung zeigt spezifische 284 bp große 
Amplifikate nach invA I-PCR (RAHN et al., 1992). In Spur eins ist der Längenstandard (LS), 
in Spur zwei die Positiv-Kontrolle (+) und in Spur drei die Negativ-Kontrolle (-) aufgetragen.  
To, Tonsille; Maly, Mandibular-lymphknoten; Lu, Lunge; Le, Leber; Mi, Milz; Je, Jejunum; IL, 
Ileum; Co, Colon; Ca, Caecum; Luly, Lungenlymphknoten; Icly, lnn. Ileocolici; Jely, 
Jejunallymphknoten; Coly, Colonlymphknoten; Mus, Muskulatur. 
  

 
 
 








ES
Gewebeprobe    LS    +     -    To  Maly   Lu   Le   Mi    Je  Il   Co  Ca  Luly  Icly  Jely Coly Mus       
                         10 000 –  
 
 
                            2000 –  
                            1000 –  
 
                           500 –  
                           400 –  
             300 – 
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

$
     
      
       
%

                                
                               

$EELOGXQJ1DFKZHLVYRQ<HQWHURFROLWLFD2LQJH]LHOWNRQWDPLQLHUWHQ)DHFHV
3UREHQ Der Nachweis erfolgt in mit logarithmisch absteigenden Keimkonzentrationen 
gezielt kontaminierten Faeces-Proben. Die Proben wurden vor der PCR  6 Stunden $ und 
24 Stunden % in LB-Bouillon angereichert. In Spur eins ist der Längenstandard (LS) 
aufgetragen. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
     Zellen/g Kot           LS     109   108    107     106      105     104     103          101          
vor Anreicherung 
 
ES
ES
 
    Zellen/g Kot               LS     109    108    107     106       	       104     103     102    101          
vor Anreicherung 
 
                         10 000 –  
 
 
                            2000 –  
                            1000 –  
 
                           500 –                                       
                           400 –  
             300 – 
   
               
                         10 000 –  
 
 
                            2000 –  
                            1000 –  
 
                           500 –                                       
                           400 –  
             300 – 
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$
                                  
                            

%

                            


$EELOGXQJ  1DFKZHLV YRQ < HQWHURFROLWLFD 2 LQ JH]LHOW NRQWDPLQLHUWHQ
/\PSKJHZHEVSUREHQ Der Nachweis erfolgt in mit logarithmisch absteigenden 
Keimkonzentrationen gezielt kontaminierten Lymphgewebsproben. Die Proben wurden vor 
der PCR  6 Stunden $  und 24 Stunden % in LB-Bouillon angereichert. In Spur eins ist 
der Längenstandard (LS), in Spur zwei die Positiv-Kontrolle (+) und in Spur drei die Negativ-
Kontrolle (-) aufgetragen.   


 
 
 
 
          Marker      10 000 - 
                                
 
             2000 – 
                               1000 – 
 
                                500 – 
              400 –  
              300 –  
          Marker      10 000 – 
 
                               2000 – 
                           
 
                         
10 000 –  
 
 
                            
2000 –  
                            
1000 –  
 
                           500 –                                       
                    400 –  
ES
ES
    Zellen/g Lymphgewebe      LS        +       -       107  106     105    104      
      102    101     100      
      vor Anreicherung 
   Zellen/g Lymphgewebe     LS        +        -       107     106    105     104     103     102         100      
       vor Anreicherung
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$EELOGXQJ  6WDELOLWlWVSUIXQJ HLQHV 3&53URGXNWHV YRQ < HQWHURFROLWLFD 
Abgebildet ist der zeitliche Verlauf des Abbaus des \RS7-PCR-Produktes von 969 bp, bei 
Einsatz einer aufgekochten <HQWHURFROLWLFD-Zellsuspension im PCR-Ansatz (A) und einer in 
Lysis-Puffer inkubierten Zellsuspension (B), jeweils bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C 
im Thermocycler. Spur 2 (A+B)      zeigt jeweils den Ansatz nach Zugabe von EDTA vor der 
Lagerung bei 4 °C über 6 Stunden. In Spur 1 ist der Längenstandard (LS) aufgetragen.  
         
 
 
 
 
 
ES
ES
                         10 000 –  
 
 
                            2000 –  
                            1000 –  
 
                           500 –                                       
                           400 –  
            300 – 
   
               
                         10 000 –  
 
 
                            2000 –  
                            1000 –  
 
                           500 –                                       
                           400 –  
           300 – 
  
               
   Spur:         1      2          3         4        5        6       7        8         9       10       11    
Lagerungszeit:                 òò       6WXQGHQ   
                         LS                    
   Spur:       1      2         3         4        5        6       7        8         9       10       11    
Lagerungszeit:               òò       6WXQGHQ   
                       LS                  )
)
)
Anhang 
 
136 
,,7DEHOOHQ
 
7DEHOOH  *HZHEHSUREHQ DXV H[SHULPHQWHOO LQIL]LHUWHQ 6FKZHLQHQ LQ GHQHQ HLQ1DFKZHLV YRQ 6DOPRQHOOD 7\SKLPXULXP P|JOLFK ZDU Insgesamt wurden 84 
Gewebeproben untersucht. Die bakteriologische Untersuchung erfolgte nach ISO 6579. Die 
PCR-Methode wurde nach DIN 10135 mit dem Primerpaar invA I nach RAHN et al. (1992) 
durchgeführt. Angegeben ist jeweils die Anzahl positiv getesteter Proben in den einzelnen 
Untersuchungsverfahren. 
 
 
8QWHUVXFKWHV*HZHEH %DNWHULRORJLVFKH
8QWHUVXFKXQJ
 
3RVLWLYH3&5%HIXQGHQDFK
VWQGLJHU$QUHLFKHUXQJ  
 
Tonsille 5 5 
Mandibularlymphknoten 6 6 
Lunge 3  2 
Leber 2 2 
Milz 2 2 
Jejunum 4 2 
Ileum 6 2 
Colon  6 2 
Caecum 6 2 
Lungenlymphknoten 2 2 
Jejunallymphknoten 6 6 
Lnn. ileocolici 5 5 
Colonlymphknoten 6 6 
Muskulatur 2 2 
 
1
nach 24 Stunden Anreicherung in Pepton-Bouillon  
 

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7DEHOOH  *HZHEHSUREHQ DXV H[SHULPHQWHOO LQIL]LHUWHQ 6FKZHLQHQ LQ GHQHQ HLQ
1DFKZHLV YRQ 6DOPRQHOOD 7\SKLPXULXP P|JOLFK ZDU Insgesamt wurden 336 
Gewebeproben untersucht. Die bakteriologische Untersuchung erfolgte nach ISO 6579. Die 
PCR-Methode wurde nach DIN 10135 mit dem Primerpaar invA I nach RAHN et al. (1992) 
durchgeführt. Angegeben ist jeweils die Anzahl positiv getesteter Proben in den einzelnen 
Untersuchungsverfahren. 
 
 
8QWHUVXFKWHV*HZHEH %DNWHULRORJLVFKH
8QWHUVXFKXQJ
3RVLWLYH3&5
%HIXQGHQDFKVWQGLJHU
$QUHLFKHUXQJ  
 
3RVLWLYH3&5
%HIXQGHQDFKVWQGLJHU
$QUHLFKHUXQJ  

Tonsille 17 16 17 
Mandibularlymphknoten 15 14 15 
Lunge 1  1 1 
Leber - - - 
Milz - - - 
Jejunum 11 4 12 
Ileum 14 9 20 
Colon  19 - 19 
Caecum 21 - 21 
Lungenlymphknoten 2 2 2 
Lnn. ileocolici 20 17 20 
Lnn. ileocolici 16 13 16 
Colonlymphknoten 10 9 10 
Muskulatur - - - 
 
1 nach 24 Stunden Anreicherung in Pepton-Bouillon 
2 nach 48 Stunden kombinierter Anreicherung in Pepton-Bouillon und RV-Medium 
-, alle Proben negativ getestet 
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7DEHOOH  *HZHEHSUREHQ DXV H[SHULPHQWHOO LQIL]LHUWHQ 6FKZHLQHQ LQ GHQHQ HLQ
1DFKZHLVYRQ<HQWHURFROLWLFD2P|JOLFKZDUInsgesamt wurden 51 Gewebeproben 
untersucht. Die bakteriologische Untersuchung erfolgte nach ISO 10273. Angegeben ist 
jeweils die Anzahl positiv getesteter Proben in den einzelnen Untersuchungsverfahren. 
 
 
8QWHUVXFKWHV*HZHEH %DNWHULRORJLVFKH
8QWHUVXFKXQJ
3RVLWLYH3&5
%HIXQGHQDFK
VWQGLJHU
$QUHLFKHUXQJ 
 
3RVLWLYHU3&5
%HIXQGQDFK
VWQGLJHU
$QUHLFKHUXQJ  

Tonsille 
- - 1 
Mandibularlymphknoten 
- - - 
Lunge 
- - - 
Lungenlymphknoten 
- - - 
Herz 
- - - 
Leber 
- - - 
Gallenflüssigkeit 
- - - 
Milz 
- - - 
Gehirn 
- - - 
Jejunum 
- - - 
Ileum 1 1 2 
Caecum 2 - - 
Colon 2 - - 
Lnn. ileocolici 2 1 2 
Jejunallymphknoten 1 - 2 
Colonlymphknoten 
- - - 
Muskulatur 
- - - 

1 nach 24 Stunden Anreicherung in LB-Bouillon 
2
 nach 48 Stunden Anreicherung in LB-Bouillon 
-, alle Proben negativ getestet

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,,,&KHPLNDOLHQXQG5HDJHQ]LHQ


*HEUDXFKVO|VXQJHQIUGLH'1$([WUDNWLRQ


3KRVSKDWJHSXIIHUWH6DO]O|VXQJ3%60S+

 NaCl    85,0 g 
 Na2HPO4 (x 2H2O) 14,8 g   (18,56) 
 KH2PO4   3,45 g 
 Aqua bidest.   ad 1 Liter 
 
Diese Stocklösung 1:10 in Aqua bidest. verdünnt ergibt die Gebrauchslösung mit pH-
Wert 7,2-7,4. Die Gebrauchslösung ist vor ihrem Einsatz zu autoklavieren. 
 
 
/\VLV3XIIHUPLW3URWHLQDVH.

 ProteinaseK   2 mg 
 Tween 20 (0,5 % Lösung) 50 µl 
 Aqua bidest.   ad 10 ml 


5HDJHQ]LHQIU$JDURVH*HOHOHNWURSKRUHVH

$JDURVH*HO
$JDURVH*HO  $JDURVH*HO

 Agarose   3 g    6 g  
 Aqua dest.   300 ml    600 ml  
 
 
7ULV%RULF$FLG('7$7%(

 Tris-Base   108 g 
 Borsäure   55 g 
 EDTA    8,5 g  
 Aqua bidest.   ad 1 Liter 

 Diese Stocklösung 1:10 in Aqua bidest. verdünnt ergibt die Gebrauchslösung.  


(WKLGLXPEURPLGO|VXQJ

 Ethidiumbromid  1 mg 
 Aqua bidest.   400 ml 
Danksagung 
 
 
140 
'$1.6$*81*
 
Im Anschluss an meine Arbeit möchte ich all denjenigen danken, die mit Worten und Taten 
zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.  
 
Insbesondere danke ich:  
 
• Herrn Professor Dr. Dr. A. Hensel für die Bereitstellung und wissenschaftliche 
Betreuung des Themas dieser Arbeit, sowie die stets gewährte Hilfe und die 
aufmunternden Worte. 
 
• Herrn Dr. H. C. Scholz für die stets fundierte Unterstützung in allen Fragen der 
Molekularbiologie. 
 
• Herrn Dr. med. vet. habil. H. Neubauer für die Bereitstellung aller <HUVLQLD-Stämme, 
sowie die stets gewährte Hilfe bei allen Fragen um die Spezies <HUVLQLD. 
 
• Frau Evelin Brumme, Frau Dana Rüster, Frau Csilla Lodri und Robert Schneider für 
die stets gewährte Hilfe im Labor.  
 
• Uwe Rösler und Torsten Herold für die Beantwortung aller offenen Fragen rund um 
das Labor und den Computer sowie die stets gewährte freundschaftliche 
Unterstützung. 
 
• Allen an den Infektionsversuchen beteiligten Doktoranden des Instituts für 
Tierhygiene und Öffentliches Veterinärwesen, bestehend aus: Steffi Mauer, Melanie 
Hassel, Heike Marg, Peter Burger und Frank Becker.  
 
• Allen Angehörigen des Instituts für Tierhygiene und Öffentliches Veterinärwesen für 
die ständige Unterstützung jeglicher Art. 
 
• Meinen Eltern und meinen Geschwistern Henrike und Jan-Frederik für ihre allseits 
gewährte Unterstützung.  
 
• Meiner Freundin Edith Szabo dafür, dass sie in dieser oft turbulenten Doktorandenzeit 
zu mir gehalten hat. 
